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Recenzja
Rozprawy doktorskiej Pani mgr Wioletty Zielinskiej pt.: ,,Rola kanalu
wapniowego TRPM2 w odpowiedzi komérek srédblonka naczyniowego na warunki

stresu oksydacyjnego”.

Pani mgr Wioletta Zielinska wykonala prace¢ w Katedrze Histologii i Embriologii,
Wydziatu Lekarskiego, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu”, pod kierunkiem Pana dr hab. n. med. Macieja
Gagata, prof. UMK. Nalezy podkresli¢ imponujacy dorobek naukowy Doktorantki, ktéry
obejmuje laczng warto$é punktacji KBN/MEIN: 2546.000, warto$¢ wskaznika IF: 83.368;
cytowania (Web of Science): 205; Index H (Web of Science): 8; cytowania (Scopus): 217;
Index H (Scopus): 8.

Przedstawiona mi do recenzji praca jest interesujgca i wazna, poniewaz zgodnie
Z obecnym stanem wiedzy sa to pierwsze badania majace na celu ocene znaczenia kanatu
wapniowego TRPM2 w kontekscie odpowiedzi modelowych komérek srédbtonka na warunki
indukowanego stresu oksydacyjnego. Stres oksydacyjny powstaje, gdy w komorkach
dochodzi do nagromadzenia wolnych rodnikéw, z ktorymi mechanizmy obronne organizmu
nie s w stanie sobie poradzi¢. Diugotrwale utrzymujgcy si¢ stres oksydacyjny moze
uszkadza¢ komérki, biatka i DNA, co skutkuje rozwojem wielu choréb. Przewaga wolnych
rodnikow nad przeciwutleniaczami jest wynikiem zwigkszonej produkcji reaktywnych form
tlenu lub zmniejszonej obrony antyoksydacyjnej. Doktorantka dokonala réwniez oceny
mozliwosci potencjalnego wykorzystania inhibitorow TRPM2 i PARP w prewencji oraz
terapii chor6b uktadu krgzenia zwigzanych z dysfunkcja srodbtonka.

Uktad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich, zawiera wstep, cel pracy, dane
o materiale i metodyce badan, omowienie wynikéw, dyskusje oraz wnioski. Rozpoczyna ja
obszerny wstep literaturowy liczacy 29 stron, w ktérym Autorka podsumowala

dotychczasowa wiedzg 1 w czytelny sposob zaprezentowala charakterystyke srodbtonka oraz



funkcjonowanie specyficznej bariery srodblonkowej, ktéra jest jednym z waznych aspektow
zachowania homeostazy uktadu sercowo-naczyniowego. Nastepnie przyblizyta opis jednego z
btonowych kanatéw wapniowych (TRPM2), ktérego aktywacja wystepuje w przebiegu stresu
oksydacyjnego. Rozdzialy te stanowig idealne wprowadzenie czytelnika do badan wiasnych
Doktorantki. W prezentowanym rozdziale Autorka wykazata doskonala znajomo$¢ aktualnej
wiedzy dotyczacej tematu pracy, a analiza biezgcego pismiennictwa stanowi solidne
1 przejrzyste przedstawienie zagadnien zwiazanych z tematem dysertacji.

Przedstawione po wstepie cele zostaly jasno sformutowane. W kolejnych rozdziatach
Doktorantka w sposob szczegbtowy i nie budzgcy zadnych zastrzezen przedstawila material,
metodyke oraz osiagnigte wyniki. Wykorzystany w badaniach material postuzyt
do wyjasnienia znaczenia dziatania kanatu wapniowego TRPM2 i odpowiedzi komorek
$rédblonka na warunki stresu oksydacyjnego. Doktorantka postuzyla sie réznorodnymi
metodami badawczymi. W celu indukcji stresu oksydacyjnego komérki hodowano
w obecnosci nadtlenku wodoru. W celu manipulacji poziomu ekspresji TRPM2 wykorzystano
technike elektroporacji metoda nukleofekcji. Réznice w odpowiedzi komérek na dzialanie
nadtlenku wodoru wobec ekspresji TRPM2 badano w zakresie: ich zywotnosci, rodzaju
indukowanej smierci, wewnatrzkom6rkowego poziomu jonéw Ca®*, zdolnosci migracyjnych,
poziomu i lokalizacji biatek polaczeniowych oraz organizacji cytoszkieletu. Wykonano test
migracji wobec srodowiska chemoatrakcyjnego, a w celu oceny potencjatu migracyjnego
komorek linii EA.hy926, zastosowano test ,gojenia si¢ ran”. W niniejszej rozprawie
wykorzystano réwniez metode immunofluorescencyjnego znakowania biatek oraz
potranslacyjng oceng ich ekspresji z zastosowaniem metody Western Blot. Zrealizowanie,
a nastgpnie opracowanie tak duzej liczby analiz nalezalo do przedsiewzieé bardzo praco
1 czasochtonnych, wymagajgcych ogromniej cierpliwosci, wytrwatosci, a przede wszystkim
bardzo dobrego przygotowania i znajomo$ci badanej problematyki. Dzieki zastosowaniu
odpowiednio dobranych technik badawczych, Doktorantka wykazata, ze stres oksydacyjny
imitowany w komorkach linii EA.hy926 poprzez traktowanie ich nadtlenkiem wodoru
prowadzi do zmian charakterystycznych dla dysfunkeji §rodblonka. Ograniczenie poziomu
kanalu TRPM2 poprzez transfekcje komorek siRNA przeciwko TRPM2 oraz zmniejszenie
aktywnosci kanatu z wykorzystaniem inhibitoréw TRPM2 lub PARP wykazaty dziatanie
protekcyjne wzglgdem komorek srodblonka linii EAhy926, traktowanych nadtlenkiem

wodoru. Zastosowane metody badawcze pozwolily wysnué przypuszczenie, ze blonowy kanat



Doktorantka nie ustrzegta sie drobnych bledow.

Doktorantka uzywa zamienne ,,jony Ca*"™, albo tylko ,,.Ca®". Nalezatoby wszedzie stosowaé
okre$lenie jony Ca®* (strony: 10, 11, 23, 24, 25, 30, 47, 62, 107, 110, 111, 113, 115);

Strona 10 —, ktérego funkcje petni siateczka $rodplazmatyczna”- nalezatoby uscisli¢ siateczka
srédplazmatyczna gtadka, poniewaz okreslenie siateczka $rodplazmatyczna dotyczy zaréwno
siateczki o blonach szorstkich jak i gladkich;

Doktorantka stosuje oznaczenia i ; ii; iii; iv; v — Lepiej byloby zastgpi¢ to numeracja rzymska
—odpowiednio: I; IT; IIT; IV; V (strony: 11; 12; 16; 20; 32; 41;112);

Strona 12 — ,$rédblonek naczyniowy” - wystarczy napisa¢ srodblonek lub endothelium,
poniewaz to sformutowanie odnosi si¢ do naczyn;

Strona 12 — ,,Ta pojedyncza warstwa komodrek wyscieta caly uktad krgzenia” - lepiej byloby
zastgpi¢ wysciela blone wewngtrzng (lub fumica intima) w naczyniach krwiono$nych
i limfatycznych, poniewaz nie tylko srédblonek buduje caly uktad krgzenia;

Doktorantka stosuje okreslenie ,miocytow gladkich”. Wystarczy miocytéw, poniewaz to
okreslenie dotyczy tylko migsniéwki gtadkiej (strony: 16, 17, 18; 117);

Strona 25 ,,Jego ekspresja zostala potwierdzona w wielu tkankach, w tym w szpiku kostnym,
Sledzionie, ptucach, sercu, watrobie” - poprawniej byloby napisaé w narzgdach, poniewaz
szpik kostny, $ledziona, pluca, serce, watroba to nie tkanki, te narzady sg zbudowane z
tkanek;

2x powtdrzono ,rycina 16” w podpisach 2 réznych rycin. W zwigzku z tym na stronach: 80,
81, 82; 83,84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 100, 102, 103, 104, 105
nalezaloby zmieni¢ ich numeracje. Zdjecia, schematy oraz wykresy sa wykonane bardzo
profesjonalnie, dlatego nalezaloby je rozdzieli¢ i inaczej podpisaé. Schematy np. schemat,
wykres np. wykres, a do zdje¢ np. fotografia lub rycina;

Strona 109 — Doktorantka uzyla okreélenia ,siateczka s$rodplazmatyczna” — wezesnie]
uzywany byt juz skrot ER;

Strona 109 — (stylistyka) Dwa zdania: ,,Wprawdzie VE-kadheryna jest markerem
charakterystycznym dla komérek srédblonka. Jednakze, ekspresje tego biatka potwierdzono
réwniez w komorkach nowotworowych zdolnych do mimikry naczyniowej” - mozna zastgpi¢
jednym: ,Wprawdzie VE-kadheryna jest markerem charakterystycznym dla komorek
srodblonka, jednakze ekspresje tego biatka potwierdzono réwniez w komérkach

nowotworowych zdolnych do mimikry naczyniowej.”;



wapniowy TRPM2 moze by¢ traktowany jako potencjalny cel terapeutyczny w prewencji
i terapii chorob uktadu sercowo-naczyniowego. Wykorzystane w badaniach inhibitory kanalu
TRPM2 (ACA i FFA) lub enzymu PARP (DPQ) dowiodly, ze skutecznie hamuja odpowiedz
komérek linii EA.hy926 na dziatanie nadtlenku wodoru.

Dyskusja jest dobrze napisana, a Doktorantka niezwykle umiejetnie przeprowadzita
argumentacje otrzymanych wynikow potwierdzajac godng podziwu znajomos$¢ problematyki
oraz $wietng orientacja w temacie. Doktorantka w bardzo logiczny sposoéb dowodzi,
funkcjonowanie bariery $rodblonkowej, a nastgpnie thumaczy znaczenie kanatlu wapniowego
TRPM2 podkreslajac potencjalne mozliwosci wykorzystania inhibitoréw kanalu TRPM2
lub enzymu PARP w prewencji i terapii choréb ukiadu krazenia. Doktorantka przedstawila
wnioski koncowe wynikajgce z pracy, a uzyskane wyniki pozwolity jej na sformutowanie
6 logicznych wnioskéw. Stanowia one meritum do stwierdzenia istotnoéci znaczenia kanatu
wapniowego TRPM?2 w kontekscie jego funkcjonowania, odpowiedzi komoérek endothelium
na warunki stresu oksydacyjnego oraz podstawe do wykorzystania inhibitoréw TRPM?2
i PARP w profilaktyce i terapii chordb uktadu sercowo-naczyniowego.

Rozprawa doktorska Pani mgr Wioletty Zielinskiecj ma forme wydruku
komputerowego, liczy 148 stron, uktad pracy jest logiczny i przejrzysty. Napisana jest
poprawnym jezykiem polskim, a uklad pracy jest typowy dla rozpraw doktorskich. Dysertacje
rozpoczyna czytelny spis tresci, po ktérym znajduje sie wykaz skrotdéw, wstep, cel pracy, dane
o materiale 1 metodyce badan, omowienie wynikow, dyskusje, wnioski, streszczenie w jezyku
polskim 1 angielskim oraz pismiennictwo. Dotaczona zostata rowniez zgoda Komisji
Bioetycznej. Wyniki zostaly opracowane z bardzo duzg starannos$cig oraz dokladnoscia.
Sa one zaprezentowane w sposob przejrzysty, przez co bardzo usprawnia to ich analize.
Opisy wynikow sa zrozumiale i przystepne, a cato$¢ napisana jest poprawnym jezykiem, bez
naduzywania zwrotéw anglojezycznych. Na podkreslenie zastuguje swietna szata graficzna,
bardzo dobrej jakosci fotografie (17), tabele (7), schematy (4) oraz wykresy (14), ktore
ufatwiajg ich zrozumienie i przeanalizowanie. Bogate pismiennictwo jest aktualne,
a Doktorantka umiejetnie je cytowata i krytycznie dobrata do wiedzy teoretycznej dotyczacej
omawianych zagadnien. Pismiennictwo zawiera 187 pozycji literatury w jezyku angielskim

w tym co nalezy podkresli¢ 115 pozycji obejmuje okres ostatnich 10 lat.



Strona 109  (stylistyka) .jej translokacja pomigdzy regionem polaczeniowym
a cytoplazmg” — przed a powinien by¢ przecinek;

Strona 112 (stylistyka) ,,w tworzenie polaczen miedzykomoérkowym™ -w tworzeniu polgczen
miedzykomorkowych;

Strona 117 (stylistyka) ,,Potwierdza to wyniki badan” — potwierdzaja to wyniki badan;

Strona 118 (stylistyka) ,,dziennie zmiany te zostaly w istotny sposob” - te dzienne zmiany
zostaty w istotny sposéb;

Strona 120 — ,,stres oksydacyjny oddzialujgcy ma komdrki” —stres oksydacyjny oddziatujacy
na komorki;

Strona 135 - pozycja 23 - M F. Endothelium-Dependent Hyperpolarization and Endothelial
Dysfunction. J. Cardiovasc. Pharmacol. maj 2016;67(5)

M Félétou Endothelium-Dependent Hyperpolarization and Endothelial Dysfunction. J.
Cardiovasc. Pharmacol. maj 2016;67(5);

Strona 141 - pozycja 99 - Luo Y huan, Yu X fei, Ma C, Yang F, Yang W. Effects of calcium-
binding sites in the S2—-S3 loop on human and Nematostella vectensis TRPM2 channel gating
processes. J Zhejiang Univ Sci B. 1 grudzien 2019;20(12):972-82.

Luo Yu-H., Yu Xia-F, Ma C, Yang F, Yang W Effects of calcium-binding sites in the S2—-S3
loop on human and Nematostella vectensis TRPM2 channel gating processes. J Zhejiang Univ
Sci B. 1 grudzien 2019;20(12):972-82;

Za wyjatkiem nielicznych bledow, niniejsza dysertacja zostala napisana poprawnag
polszczyzna, a przedstawione uwagi w zaden sposéb nie umniejszajg merytorycznej wartosci
rozprawy. Reasumujgc, przedstawiona do oceny rozprawa jest pracg bardzo wartoSciowa.
Nalezy podkresli¢, ze Doktorantka wlozyta bardzo wiele wysitku w jej wykonanie. Opisane
w przedstawionej recenzji uchybienia w niczym nie umniejszajg wartosci merytorycznej
prezentowanej pracy. Staranne omoéwienie wynikéw poparte bardzo szeroka bazg
pi$miennictwa badann innych autoréw, wskazuje na dojrzalos¢ naukowa Doktorantki.
Doktorantka wykazala sie umiejetnosciag samodzielnej pracy naukowej, przedstawila
w sposob zwiezly wyniki swoich bardzo szeroko zakrojonych badan i wysnula logiczne
wnioski. Prace oceniam bardzo wysoko i skladam wniosek o jej wyroznienie.

W _podsumowaniu chciatabym stwierdzié, ze rozprawa doktorska Pani mgr Wioletty

Zieliniskiej spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003r o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. z 2017r



poz.1789 oraz z 2016r poz. 1586 ze zm.). W zwiazku z powyzszym wnosze do Rady
Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszezy
Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu, o dopuszczenie Kandydatki do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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