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$rodbtonek naczyniowy to warstwa komodrek wyéciefajacych wewngtrzng
powierzchnie naczyin krwionosnych. Jego gtéwne funkcje to regulacja przeptywu krwi,
utrzymanie homeostazy i kontrola stanu zapalnego (poprzez regulacje migracji leukocytow
i wydzielanie czynnikow immunoaktywujgcych). Jego dysfunkcja zwigzana jest z rozwojem
m.in. choréb sercowo-naczyniowych oraz schorzen neurodegeneracyjnych. Jedng z przyczyn
prowadzacych do powstania dysfunkcji ¢rédbtonka naczyniowego jest stres oksydacyjny,
ktéry moze aktywowac kanaty jonowe. Jednym z kanatéw btonowych, ktérego aktywacje
obserwuje sie w przebiegu stresu oksydacyjnego jest kanat potencjatu receptora
przejsciowego dla melastatyny (TRPM2). Nie jest jednak jasne w jaki sposob modulacja
aktywnoéci TRPM2 moze wptywac na funkcje nabtonka naczyniowego. W Zwigzku
z powyiszym wysoce interesujaca i aktualna jest tematyka badann podjetych przez
Pania mgr Wiolette Zielifiska.

Przedstawiona do recenzji rozprawa zostata przygotowana w jezyku polskim i ma
uktad charakterystyczny dla dysertacji na stopien naukowy doktora przygotowywanych
w formie monografii. Na 148 stronach maszynopisu Doktorantka zawarta 10 rozdziatow
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w jezyku polskim, streszczenie w jezyku angielskim, zgode komisji bioetycznej oraz spis
pismiennictwa. Catoé¢ poprzedza czytelny spis tresci oraz wykaz stosowanych skrétéw. Czesé
graficzna obejmuje 31 rycin oraz 7 tabel. Prace czyta sie bardzo dobrze, gdyz przygotowana
jest niezwykle starannie. Napisana jest poprawnie jezykowo i bardzo zrozumiale, co $wiadczy
o swobodnym poruszaniu sie Doktorantki w podejmowanej tematyce.

Wstep rozprawy obejmuje 28 stron maszynopisu i wprowadza czytelnika
w najbardziej istotne zagadnienia zwigzane z tematem badawczym. Rozdziat ten podzielony
jest na 3 podrozdziaty, a podrozdziaty 2 i 3 na dodatkowe sekcje.

W podrozdziale 1.1 stanowigcym ogdlne wprowadzenie do tematyki, Doktorantka
opisuje funkcje srédbtonka naczyniowego skupiajgc sie na jego roli bariery oraz wyjasniajac
sposab jej modulacji przez stan zapalny. Wskazuje stres oksydacyjny jako jedng ze znanych
przyczyn prowadzgcych do powstania dysfunkcji srodbtonka naczyniowego. W dalszej czesci
skupia sie na znaczeniu jonow wapniowych (Ca?*) oraz kanatdw wapniowych, opisujac ich
wptyw na stabilnos¢ biatek z grupy katheryn oraz organizacje cytoszkieletu.

W podrozdziale drugim Pani mgr Zielinska szczegdtowo opisuje funkcje srodbtonka
naczyniowego. W sekcji pierwszej podejmuje sie charakterystyki najwazniejszych biatek
odpowiedzialnych za tworzenie potaczen miedzykomdrkowych, opisuje aktywnosci
parakrynne komodrek srodbtonka naczyniowego oraz interakcje z miesnidwka gtadka, opisuje
proces migracji komérek uktadu immunologicznego przez toiysko naczyniowe, a takie
procesy zwigzane z tworzeniem nowych naczyn krwionosnych. W kolejnych sekcjach tego
podrozdziatu szczegotowo opisuje przyczyny prowadzace do dysfunkcji $rédbtonka
naczyniowego oraz role sygnalizacji jondw wapniowych.

W podrozdziale 3 Doktorantka charakteryzuje role btonowego kanatu wapniowego
TRPM2, opisujac znane izoformy tego biatka, charakteryzujagc jego strukture, opisujac
mechanizmy aktywacji, charakteryzujac jego role w funkcjonowaniu bariery érédbtonka
naczyniowego, a takze opisujgc metody jego inhibicji. Odbiér podrozdziatu utatwiaja dwie
bardzo przejrzyste ryciny oraz tabela.

W rozdziale 2 przedstawiono cel podjetych badan, ktérym byta ocena znaczenia kanatu
wapniowego TRPM2 w kontekscie funkcjonowania i odpowiedzi komérek $rédbtonka na
warunki stresu oksydacyjnego, jak rowniez ocena mozliwosci potencjalnego wykorzystania
inhibitorow TRPM2 i PARP w prewencji i terapii choréb uktadu krazenia zwiazanych

z dysfunkcjg $rodbtonka. Cel gtéwny uzupetniajg pytania naukowe, ktére mozna potraktowaé



jako cele szczegétowe pracy. Pani mgr Zielinska postanowita odpowiedzie¢ na nastepujace
pytania: 1) Jak indukcja stresu oksydacyjnego imitowana nadtlenkiem wodoru wptywa na
komorki srodbtonka linii EA.hy926? 2) Jakie znaczenie ma obnizenie poziomu btonowego
kanatu wapniowego TRPM2 w kontekscie funkcjonowania komorek linii EA.hy9267?; 3)Czy
obnizenie poziomu TRPM2 wptywa na odpowiedz komdrek srédbtonka na dziatanie nadtlenku
wodoru? 4) Czy moiliwe jest zahamowanie aktywnosci TRPM2 poprzez zastosowanie
wybranych inhibitoréw kanatu lub inhibitoréw enzymu PARP? 5) Czy kanat TRPM2 moze by¢
rozwazany jako potencjalny cel terapeutyczny w prewencji i leczeniu chordb, ktérych
podtozem jest dysfunkcja srodbtonka?

Rozdziat trzeci ,Materiaty i Metody” stanowi 13 stronicowy opis materiafu
badawczego oraz metod analitycznych wykorzystywanych podczas realizacji projektu
doktorskiego. Rozdziat podobnie jak wstep podzielony zostat na podrozdziaty.

W podrozdziale 3.1 Doktorantka opisuje materiat badawczy oraz sposéb prowadzenia
hodowli komdrkowej. Do badan wykorzystano komarki linii EA.hy926. Zaproponowany model
badawczy jest powszechnie wykorzystywany w badaniach nad $rédbtonkiem naczyniowym,
a linia komdrkowa EA.hy926 uznawana jest za dos¢ dobrze odzwierciedlajacg funkcje
komodrek pierwotnych $rédbtonka naczyniowego. Komérki hodowano zgodnie z zaleceniami
producenta. Na szczegdlng uwage zastuguje tutaj prowadzona przez Doktorantke kontrola
jakosci i stabilnosci linii co swiadczy o wysokiej Swiadomosci oraz wiedzy praktycznej z zakresu
stosowania hodowli in vitro. W podrozdziale 3.2 Doktorantka prezentuje sposoby stymulacji
komadrek wykorzystywane podczas realizacji projektu doktoranckiego. Opis przygotowania
inhibitorow zostat dodatkowo wzbogacony o czytelng tabele. W podrozdziale 3.3. opisano
sposob transfekcji komorek. Transfekcje prowadzono z wykorzystaniem komercyjnie
dostepnych plazmiddw oraz zestawu do elektroporacji. Doktorantka szczegdétowo opisuje
proces przygotowania komoérek oraz odwotuje sie do wczesniejszych eksperymentow
optymalizujgcych procedure transfekcji. Nie prezentuje jednak wynikéw przeprowadzonych
optymalizacji. Zgodnie z opisem efektywnos¢ transfekcji oceniano na podstawie obecnosci
fluorescencji pochodzacej od biatka GFP. W tym miejscu pojawiajg sie jednak pytania, ktére
wymagajg uszczegotowienia, mianowicie:

1) Czy stosowano kryteria jakoSciowe dotyczace zywotnosci oraz efektywnosci transfekeji

pozwalajgce na wigczenie komadrek do dalszych eksperymentow?;



2) Czy komdrki byty transfekowane bezposrednio przed ich wykorzystaniem w dalszych
eksperymentach czy podlegaty kriokonserwacji i ponownej hodowli? Jesli tak, to jak diugo
hodowano komérki i czy miato to wptyw na poziom ekspresji TRPM2?

3) Czy w procesie optymalizacji transfekcji oceniano réwniez poziom wyciszania genu TRPM27?
Bede wdzieczny za odniesienie sig do powyzszych pytan.

W kolejnych podrozdziatach Doktorantka opisuje wykorzystywane metody analityczne
obejmujace: test cytotoksycznosci MTT, cytometryczng oceng indukowanej émierci komaorki,
cytometryczng oceng rozktadu faz cyklu komorkowego, pomiar poziomu jondw wapnia, test
chemotaksji komérek, test gojenia ran (test zarastania), sposoby znakowania biatek, a takze
metode western blot oraz opisuje metody statystyczne wykorzystywane do analizy danych.
Dodatkowo mgr Zielinska charakteryzuje wykorzystane w badaniach przeciwciata.
Z obowiazku recenzenta musze zwréci¢ uwagg, ze dobrym zwyczajem podczas opisu metod
cytometrycznych jest zaprezentowanie przyktadowych cytograméw z przeprowadzonych
analiz. Cytogramy te powinny obrazowa¢ wykorzystane bramkowanie komodrek podczas
analizy (m.in. sposdb dyskryminacji dubletow, i selekcje komdrek na podstawie ich morfologii)
oraz zastosowane kontrole wykonanych barwieri pozwalajgce na odpowiednie ustawienie
regionéw zainteresowania podczas analizy (tzw. bramek).

Przedstawione opisy wykorzystanych materiatéw i uzytych metod nie budzg
watpliwoéci, sa szczegdtowe i umozliwiaja ich odtworzenie w razie potrzeby. Szeroki wachlarz
metod badawczych oraz odpowiedni ich dobdr Swiadczg o doskonatym przygotowaniu
Doktorantki do pracy laboratoryjnej. Pojawiajace sig w tej czesci recenzji pytania nie stanowig
zarzutéw merytorycznych sg jedynie prosba o uzupetnienie informacji.

Rozdziat ,Wyniki” sktada sie z 2 podrozdziatéw podzielonych na liczne sekcje w ktorych
Doktorantka przedstawia rezultaty przeprowadzonych analiz laboratoryjnych.

W podrozdziale pierwszym mgr Zielifiska opisuje wyniki analiz przeprowadzonych
w komdrkach EA.hy926 o niezmienionej ekspresji biatka TRPM2 oraz komdrkach
transfekowanych siRNA. Opis uzyskanych wynikéw rozpoczyna ocena efektywnosci
transfekeji komarek z wykorzystaniem elektroporacji, ktéra oceniano
na podstawie ilodci komérek wykazujacych ekspresje GFP. W mojej ocenie wyniki powinny
zostaé poszerzone o analizg poziomu biatka TRPM2 w transfekowanych komorkach
w odniesieniu do komérek nietransfekowanych. W dalszej czesci pracy opisano wyniki analizy

7ywotnoéci komdérek po zastosowaniu réznych steien nadtlenku wodoru. Na podstawie



wykonanych analiz do dalszych badan wybrano stezenie 100uM. Steienie to stanowito
najnizsze analizowane, dla ktdérego zaobserwowano istotne statystycznie obnizenie
przezywalnosci komdrek w odniesieniu do kontroli badania. W dalszej czeéci mgr Zielifiska
ocenifa odsetek komaorek znajdujgcych sie w réznych fazach apoptozy. W zwiazku z brakiem
istotnych réznic pomigdzy komdrkami nietransfekowanymi, a transfekowanymi kontrolnym
SIRNA, postanowita w dalszych etapach pracy odwotywaé sie jedynie do komdrek
nietransfekowanych jako kontroli badania.

W dalszej czesci tego rozdziatu Doktorantka opisuje  wyniki analiz
wewngtrzkomdrkowego poziomu jonéw wapnia po stymulacji nadtlenkiem wodoru,
wskazujgc na réznice pomiedzy komdrkami o niezmienionej ekspresji TRPM2 oraz komérkami
z obnizong ekspresjg badanego kanatu btonowego. W tym miejscu dziwi brak podsumowania
uzyskanych wynikéw w postaci zbiorczych wykreséw i analiz statystycznych. Pani mgr
Zielinska zaobserwowata réwniez réinice w chemotaksji komdrek stymulowanych
nadtlenkiem wodoru, a takie w zakresie VE-katheryny oraz F-aktyny, ktdre wydaja sie zaleze¢
od aktywnosci kanatu jonowego TRPM2.

W drugim podrozdziale mgr Zielinska opisuje wyniki analiz przeprowadzonych
z wykorzystaniem inhibitoréw kanatu TRPM2 (ACA oraz FFA) oraz enzymu PARP (3-AB oraz
DPQ). Co ciekawe, wszystkie wybrane inhibitory byty toksyczne dla wykorzystywanej linii
komorkowej. Najwyzszg toksycznosé zaobserwowano po zastosowaniu inhibitora 3-AB, ktéry
zostat wyeliminowany z dalszych analiz. Pozostate zwigzki nie powodowaty obnizenia
zywotnosci ponizej 79% co pozwolito na ich wykorzystanie w dalszych badaniach
funkcjonalnych. W dalszej czesci opisano wyniki analiz morfologii komdrek, apoptozy, cyklu
komdrkowego, analiz fluorescencyjnych, western blot, a takze chemotaksji i migracji komdrek
poddawanych dziataniu wybranych inhibitorow oraz stymulowanych nadtlenkiem wodoru.
Uzyskane rezultaty wskazujg, iz zastosowanie analizowanych inhibitoréw TRPM2
oraz inhibitora PARP dziata protekcyjnie na komdrki EA.hy926 podobnie jak miato to miejsce
w przypadku zastosowania transfekcji obnizajacej ekspresje TRPM2. W zakresie analiz cyklu
komorkowego dziwi¢ moze brak podsumowania uzyskanych wynikéw w formie wykresu
zhiorczego z analizg statystyczng. Natomiast, podczas prezentacji graficznej analiz western
blot Doktorantka nie uwzglednita reprezentatywnych membran jak miato to miejsce na
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Wyniki zostaty omdowione wyczerpujgco w szerokiej i krytycznej dyskusji oparte]
o wspbtczesne, dobrze dobrane piSmiennictwo. Przeprowadzona dyskusja $wiadczy o duzej
wiedzy Pani mgr Wiolety Zielinskiej, jej dojrzatoéci naukowej oraz krytycznym podejsciu
do uzyskanych wynikéw.

Podsumowanie pracy stanowi 6 wnioskow, odpowiadajacych na zatozony cel badan
i postawione pytania naukowe. Whioski sg trafnie sformutowane i poparte uzyskanymi
wynikami przeprowadzonych przez Doktorantke badan.

Reasumujac stwierdzam, ie przedfozona mi do oceny rozprawa doktorska
jest opracowaniem niezwykle ciekawym, aktualnym, oryginalnym i inspirujgcym do dalszych
badan. Wskazane w recenzji nieliczne uwagi, ktére wymagaja jedynie doprecyzowania, nie
wptywajg na jakos¢ merytoryczng uzyskanych wynikéw, ktére oceniam bardzo wysoko.

Niniejszym stwierdzam, iz przygotowana przez Panig mgr Wiolette Zielinska rozprawa
doktorska spetnia wymogi okreslone w art. 13. Ustawy z dnia 14 marca 2013 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki. Wnoszg
wiec do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum
im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
o dopuszczenie Pani mgr Wioletty Zielifiskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Ponadto z uwagi na oryginalnos¢ przeprowadzonych badan, ich szeroki zakres metodyczny

oraz potencjat praktyczny, sktadam wniosek o wyrdznienie niniejszej rozprawy.

Biatystok, 30.06.2023

dr hab. Andrzej Eljaszewicz
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