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Recenzja pracy doktorskiej mgr inz. Agaty Gtuchowskiej, pt.:

»~Pecherzyki zewnatrzkomoérkowe oraz biatka wydzielane przez stare komoérki miesni gtadkich
aorty — wptyw na funkcje limfocytéw T” wykonanej w Pracowni Molekularnych Podstaw
Starzenia Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie pod
kierunkiem dr hab. Grazyny Mosieniak.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi spdjng tematycznie monografie
dotyczacg wptywu pecherzykdw zewnatrzkomérkowych oraz biatek wydzielanych przez stare
komorki miesni gtadkich aorty na funkcje limfocytéw T. Doktorantka za cel obrata sobie jeden
z kluczowych proceséw komodrkowych, a mianowicie starzenie komdrkowe, ktére nalezy do
proceséw ztozonych i jest wypadkowa zjawisk biochemicznych i fizjologicznych, przebiegajacych
na roznych poziomach organizacji ustroju, od pojedynczej komoérki, do tkanek inarzadéw
wigcznie. Proces starzenia, przebiegajgcy na poziomie komorkowym, jest jednym z najlepszych
modeli badan tego zjawiska, dzieki mozliwosci dogtebnego ,wejscia” w zachodzace szlaki
molekularne w komorce. Dodatkowym aspektem pracy sg zagadnienia zwigzane ze starzeniem
komorek miesni gtadkich aorty, co ma zwigzek z rozwojem miazdzycy u ludzi, ktérej towarzyszy
stan zapalny i podwyzszony poziom wolnych rodnikéw oraz tworzenie sie, wraz z wiekiem,
w naczyniach ptytek miazdzycowych, co prowadzi do wigkszego obcigzenia uktadu naczyniowo-
sercowego. Podejrzewa sie, ze jednym ze skutkéw fenotypu wydzielniczego SASP, generowanego
przez komorki stare w obrebie blaszki miazdzycowej moze byé nasilenie prozapalnego charakteru
érodowiska w przestrzeni podsrodbtonkowej. Jednym z wazniejszych elementéw procesu
starzenia organizmu jest starzenie sie uktadu immunologicznego, co sprawia, ze wraz wiekiem
pogarsza sie odpowiedZz immunologiczna organizmu zaréwno humoralna, jak i komoérkowa.
Limfocyty T sg rodzajem komorek, ktdrych czynnosci podczas postepujgcego procesu starzenia
ulegajg znacznemu uposledzeniu. Dlatego teiz badania dotyczgce procesu starzenia
komoérkowego w aspekcie zmian miazdzycowych w powigzaniu z jego wptywem na odpowiedz
immunologiczng organizmu, wydajg sie by¢ niezwykle istotne i wcigz aktualne. W ten nurt badan
wpisuje sie przedtozona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Agaty Gtuchowskiej, ktorej



temat badawczy uwazam za aktualny i trafny, a zastosowane modele badawcze sg adekwatne
do zatozonych celéw.

Czes¢ teoretyczna recenzowanej pracy zawiera podstawowe elementy, takie jak: spis
tresci, stosowane skroty, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, nastepnie wprowadzenie
teoretyczne oraz postawione cele badawcze.

W czedci praktycznej Doktorantka przedstawita informacje na temat modeli badawczych
oraz metodyki zastosowanej w badaniach. Po rozdziale opisujgcym uzyskane przez Doktorantke
wyniki, znajduje sie Dyskusja, Posumowanie wynikdw i Wnioski oraz wykaz literatury. Do pracy
dotgczony zostat dorobek naukowy Doktorantki w postaci spisu publikacji oraz Suplement
zawierajgcy wyniki badan, ktdre nie zostaty wiaczone do gtéwnego manuskryptu dysertacji.
Szkoda, ze Autorka nie pokusita sie o dotgczenie informacji o Jej pozostatej aktywnosci naukowej,
jak chociazby udziatu w konferencjach czy tez projektach naukowych (jeden zostat wymieniony
na poczatku dysertacji — OPUS UMO 2014/15/B/NZ3/01150).

Znaczng czesc rozdziatu Wistep Doktorantka poswiecita omoéwieniu molekularnych uwarunkowan
procesu starzenia na poziomie komdérkowym, ze szczegélnym uwzglednieniem markerdéw tego
procesu. W pozostatej czesci Wstepu Autorka opisata jak starzenie komérkowe wptywa na rozwadj
okreslonych patologii zwigzanych z wiekiem, koncentrujagc swojg uwage na zwigzku
przyczynowo-skutkowym miedzy miazdzyca a wiekiem organizmu. Zawarte we wstepie
teoretycznym tresci, w moim przekonaniu, dobrano poprawnie, pozwalajac czytelnikowi lepiej
zrozumiec problemy stawiane do rozwigzania w Celach pracy doktorskiej.

Zatozenia i Cele pracy doktorskiej oraz sposob ich realizacji zostaly jasno sprecyzowane
i scharakteryzowane, co znalazto odzwierciedlenie w rozdziale Wyniki.

Materiat i metody zastosowane w pracy doktorskiej zostaly bardzo obszernie opisane
w rozdziale 3. Doktorantka wykorzystata w przeprowadzonych przez siebie badaniach 3 typy
komorek prawidtowych: 1. komérki miesni gtadkich aorty (dostepne komercyjnie z banku
komérkowego oraz izolowane z blaszek miazdzycowych tetnicy szyjnej pacjentéw Kliniki Chirurgii
Ogodlnej i Naczyniowej, Panstwowego Instytutu Medycznego MSWIA, na ktére to badania
Autorka pracy uzyskata stosowna zgode wtasciwej Komisji Bioetycznej), 2. preadipocyty oraz
3. fibroblasty skéry. Proces starzenia indukowano w komérkach za pomocg doksorubicyny lub
nadtlenku wodoru, a nastepnie analizowano ich potencjat proliferacyjny, cykl komérkowy oraz
poziom wybranych biatek zwigzanych ze starzeniem komérkowym. Nastepnie, Doktorantka
przeprowadzita analize proteomiczng sekretomu komérek mtodych i starych, w tym ulegajacych
‘starzeniu replikacyjnemu i przyspieszonemu. Na koniec oceniony zostat wptyw czynnikow
wydzielanych przez starzejgce sie komérki miesni gtadkich na aktywacje, proliferacje i migracje
limfocytéw T oraz na wydzielanie cytokin.

Czes¢ doswiadczalna pracy zawarta w rozdziale Materiaty i metody zostata opisana w sposéb
umozliwiajgcy odtworzenie poszczegdinych eksperymentdw, co jest duzg wartoscig dodang tej
rozprawy doktorskiej. Doktorantka do realizacji postawionych zadar badawczych zastosowata
bardzo szeroki wachlarz technik z zakresu badar biologicznych, biochemicznych, biologii
molekularnej i immunochemii. Niewatpliwie, wymagato to od Doktorantki duzego naktadu pracy



i zaangazowania, zarbwno w opanowanie warsztatu badawczego, jak i samego czasu na
przeprowadzenie wszystkich niezbednych analiz.

Wyniki przeprowadzonych badan przedstawione zostaly w postaci opisu oraz dobrze
przygotowanych rycin i tabel, co sprawia, Zze sg one przejrzyste i czytelne, pomimo ich ogromnej
liczby. W przeprowadzonych badaniach Doktorantka wykazata, ze spadek poziomu biatek
jadrowych - laminy B1, HMGB1, PARP1 oraz biatka zaangazowanego w regulacje mitozy - cykliny
B1 nalezg do uniwersalnych markerow starzenia komodrkowego. Ponadto, odnotowata, ze
fenotyp komodrek bedacych na péinym etapie starzenia komorkowego rézni sie od komdrek
znajdujacych sie na wczesnym etapie i jest zblizony do fenotypu komérek ulegajacych starzeniu
replikacyjnemu. Na szczegdlng uwage zastuguje wykonana przez Doktorantke analiza wybranych
markeréw starzenia w komdrkach miesni gtadkich izolowanych z blaszek miazdzycowych jako
modelu starzenia w warunkach in vivo. Autorka wykazata, ze komérki ulegajgce starzeniu in vivo
charakteryzowaty sie zwiekszonym wydzielaniem czynnikdw SASP, a profil wydzielniczy komdrek
miesni gtadkich izolowanych z blaszek miazdzycowych w znacznym stopniu byt zblizony do profilu
wydzielniczego komorek miesni gtadkich aorty ulegajgcych starzeniu replikacyjnemu oraz
przyspieszonemu na péznym etapie tego procesu. Ponadto, zaobserwowata w ww. komaérkach
obnizenie poziomu biatek, zaliczanych do uniwersalnych markeréw starzenia. Komorki VSMC
ulegajgce starzeniu replikacyjnemu i przyspieszonemu wydzielajg zdecydowanie wiecej
pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych, a przeprowadzona przez Doktorantke analiza
proteomiczna pgcherzykdéw wykazata réznice w sktadzie sekretomu komérek mtodych i starych,
jak i sekretomu komérek ulegajacych starzeniu replikacyjnemu i przyspieszonemu. Koncowe,
badania przeprowadzone przez Autorke dotyczyty analiz bezposrednio zwigzanych z tematem
rozprawy doktorskiej, w ktorych wykazano, ze pecherzyki zewngtrzkomorkowe mogg czesciowo
hamowac aktywacje komorek uktadu odpornosciowego, a takze promujg sekrecje niektérych
cytokin produkowanych przez te komorki. Zastosowane w pracy techniki badawcze pozwolity
otrzymac bardzo liczne wyniki badan, niemniej Doktorantka dobrze poradzita sobie z ich
interpretacja.

Dyskusja stanowi przede wszystkim prébe kompleksowej oceny i omdéwienia otrzymanych
wynikow badan. W rozdziale tym Autorka wykazata sie duzg systematycznoscig i kolejno kazdg
z obserwacji poréwnywata z danymi uzyskanymi przez inne zespoty badawcze oraz szukata
danych pozwalajgcych na wyjasnienie rozbieznosci, czy tez ttumaczgcych potencjalny mechanizm
zmian zaobserwowanych w przeprowadzonych eksperymentach. Dos$¢ obszerna literatura
‘pochodzi w duzej mierze z ostatnich dziesieciu lat.

Dysertacja konczy sie Podsumowaniem i Wnioskami, w ktorych Doktorantka wskazata na kilka
waznych aspektéw przeprowadzonych badan : 1. Biatka: lamina B1, HMGB1, PARP1 oraz cyklina
B1 sg uniwersalnymi markerami rozrézniajagcymi komorki stare od komorek proliferujacych
i czesciowo zatrzymanych w cyklu komérkowym, 2. Wykorzystanie analizy poziomu biatka p16,
jako wiarygodnego markera komorek starych, moze nie by¢ wystarczajgce w badaniach
dotyczacych procesu starzenia komodrkowego. 3. Podwyiszony poziom biatek p21 i pl6
w komorkach miesni gtadkich izolowanych z blaszek miazdzycowych moze $wiadczyé o réznicach
w procesie starzenia zachodzacego w warunkach hodowli in vitro i w warunkach in vivo,



4. Fenotyp sekrecyjny komorek stafych rozni sie ilosciowo i jakosciowo pod wzgledem
wydzielanych czynnikow w czasie i w zaleznosci od rodzaju starzenia, 5. Czynniki wydzielane
przez stare komdrki migsni gfadkich aorty, w tym pecherzyki zewnatrzkomérkowe, wptywaja na
funkcjonowanie limfocytow T, promujgc rozwdéj stanu zapalnego bezposrednio w blaszkach
miazdzycowych.

Puentujgc ten etap recenzji, stwierdzam, ze postawione cele pracy zostaty w petni osiggniete,
a wyniki przeprowadzonych badan majg duze znaczenie poznawcze. Przedstawione opracowanie
stanowigce podstawe do ubiegania sie o stopier doktora, dowodzi, ze mgr inz. Agata Gtuchowska
opanowata bardzo dobrze warsztat metodyczny, poczawszy od podstawowych technik
laboratoryjnych poprzez techniki immunochemiczne, az po wyrafinowane techniki z zakresu
biologii molekularnej. Na uznanie zastuguje obszernos¢, czasochtonno$¢ oraz widoczna
w dysertacji etapowos¢ zaplanowanych badan, a takze imponujgca dokumentacja fotograficzna
zamieszczona w pracy. Nalezy réwniez wspomnie¢, ze mgr inz. Agata Gtuchowska swoje
doswiadczenie naukowe wzbogacita jako wykonawca w projekcie OPUS kierowanym przez
dr hab. Grazyne Mosieniak, a finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki.

Rozdziat Literatura zawiera 223 pozycje, ktore sg adekwatne do poruszanych w pracy doktorskiej
tresci i Swiadczg o umiejetnosci selekcjonowania istotnych informacji zwigzanych z podjetym
tematem badan.

Co do drobnych niedociggnie¢ to musze przyznaé, ze nie ma ich duzo. Rozprawa napisana jest
poprawnym jezykiem, starannie, a drobne bfedy redakcyjne czy tez stylistyczne sg prawie
niezauwazalne i nie wptywaja na wartos¢ merytoryczng opracowania.

Niemniej, z obowigzku recenzenta chciatabym zadaé Doktorantce pytania nawigzujgce do
przedstawionego opracowania:

1. Na stronie 42 rozprawy (rozdziat 3 tj. Materiat i metody), Autorka wymienia materiat
biologiczny, ktéry wykorzystata w swoich badaniach. Ludzkie preadipocyty oraz fibroblasty skéry
zostaty zakupione w banku komérek, odpowiednio: ScienCell i ATCC oraz GIBCO. Czy moze
Doktorantka podac wigcej informacji na temat wykorzystanych linii komérkowych, w tym np. ich
sygnatury, nazwe linii? Czym Doktorantka ttumaczy zastosowanie 3 sktadnikowego zestawu
antybiotykow? Standardowo dodajemy dwa z nich to jest streptomycyne i penicyling, natomiast
w przeprowadzonych badaniach dodawano jeszcze amfoterycyne B, nalezgca do antybiotykéw
przeciwgrzybiczych, makrolidéw o szerokim spektrum dziatania i do$¢ wysokiej toksycznosci,
czego efektem jest zaburzenie integralnosci btony komérkowej. Amfoterycyna B powoduje takze
‘wzrost wydzielania m.in. cytokin.

2. Kolejna uwaga dotyczaca rozdziatu Materiat i metody odnosi sie do pozyskiwania limfocytdw:
dlaczego dawcami materiatu byly tylko osoby ptci meskiej? Czy byty jakies wskazania do
ograniczania sie do jednej ptci? Jakie kryteria spetniaty wymienione osoby, poza zakresem wieku,
ktory zostat podany w pracy?

3. Kolejne moje pytanie jest zwigzane z Rycing 4.14. w rozdziale 4.1.6. i zamieszczonymi na niej
danymi. Czym Doktorantka moze wyttumaczy¢ pojawienie sie do$¢ duzej frakcji komérek w fazie
S cyklu komérkowego w przypadku wariantu z uzyciem komorek starych po dziataniu nadtlenku
wodoru, ktérej wielkos¢ byta prawie zbiezna z tg uzyskang dla komérek proliferujacych?



4. Na Rycinie 4.17. przedstawiajgcej wyniki oceny potencjatu proliferacyjnego komérek miesni
gtadkich Doktorantka napisata, ze: ,w przypadku komérek izolowanych z blaszek miazdzycowych
niemal 60% komorek jest zdolnych do wbudowywania BrdU, przy czym jedynie ok. 20% komérek
to komorki Ki67 pozytywne”. Czy mogtaby Doktorantka skomentowad/rozbudowaé otrzymany
wynik?

5. W rozdziale 4.1.6. (str. 94 ) Autorka pracy napisata, ze: ,,...w komodrkach, ktére po traktowaniu
nadtlenkiem wodoru hodowane byty przez 4 tygodnie, zaobserwowano wzrost liczby komaérek
nieposiadajgcych skupisk biatka 53BP1 w poréwnaniu do komdérek hodowanych 7 dni od indukcji
starzenia. Moze to $wiadczy¢ o aktywacji systemow naprawy uszkodzen DNA w trakcie rozwoju
fenotypu komorki starej”. Jakie systemy naprawy uszkodzeri DNA Autorka miata na mysli?

6. Rycina 4.25. przedstawia analize poziomu wybranych biatek zwigzanych ze starzeniem
komorkowym w modelu in vitro z wykorzystaniem metody western blott. Pytanie moje zwigzane
jest z poziomem biatka p21, ktérego poziom w komérkach kontrolnych czyli proliferujgcych jest
dos¢ wysoki w sytuacji kiedy w komadrkach starych ten poziom jest zdecydowanie nizszy. Czym
mozna wyttumaczy¢ zaobserwowany efekt?

7. Ostatnia moja uwaga jest zwigzana z uzywang przez Doktorantke terminologig, a takze
zapisem genow i biatek. | tak, bardziej sktaniam sie do wuzywania terminu
detekcja/immunodetekcja biatka niz jego ekspresja/immunoekspresja, poniewaz ten ostatni
termin uzywamy najczesciej w odniesieniu do genu. Uwage mojg zwrdcit takze zapis przez
Autorke pracy nazw gendw i ich biatkowych produktéw. Zasada, ktéra jest mi znana, polega na
tym, ze nazwy genow zapisujemy kursywg, a produkowane przez nie biatka prostymi literami.
Uwazam, ze taki zapis oddaje zroznicowany charakter tych struktur. Warto o tym pamietac przy
dalszych opracowaniach zwigzanych z rozpowszechnianiem wynikéw pracy.

Podsumowanie i Wniosek koricowy

Reasumujgc, uwazam, ze praca doktorska mgr inz. Agaty Gtuchowskiej pt. , Pecherzyki
zewngqtrzkomdrkowe oraz biatka wydzielane przez stare komorki miesni gtadkich aorty —
wpfyw na funkcje limfocytow T” stanowi spdjne tematycznie dzieto, ktére wskazuje, ze
Doktorantka posiada wystarczajgcg wiedze w dyscyplinie naukowej bedgcej przedmiotem Jej
badan, a takze umiejetnos$¢ planowania i prowadzenia badan naukowych oraz interpretowania
i komentowania ich wynikéw w Swietle dostepnej literatury. Uwazam, ze podjety
w recenzowanej rozprawie doktorskiej temat jest istotny i wartosciowy, zatozone cele badawcze
zostaty wytyczone poprawnie, metody adekwatnie dobrane, doswiadczenia prawidtowo

zaplanowane i starannie przeprowadzone, a uzyskane wyniki sg oryginalne iinteresujace.
Stwierdzam, iz pomimo wysunietych w recenzji uwag i komentarzy, przedtozona do recenzji
rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. 2021 r. poz. 478 ze zm.). Zwracam sie do Rady Naukowej
Instytutu Biologii Doswiadczalnej o przyjecie rozprawy i dopuszczenie Pani mgr inz. Agaty
Gfuchowskiej do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Agaty Gluchowskiej, pt.: ,,P¢cherzyki
zewngtrzkomérkowe oraz bialka wydzielane przez stare komérki mig¢sni gladkich aorty
— wplyw na funkcje limfocytow T”

Proces starzenia sie dotyczy nas wszystkich, a jego demograficzne ujgcie w postaci tzw.
starzenia si¢ spoteczefistw jest jednym z najwigkszych wyzwan wspélczesnej medycyny.
To starzenie si¢ spoleczenstw stanowi wiasnie wyzwanie dla medycyny ze wzgledu na
zwigkszong czesto$¢ wystepowania chorob przewleklych.

Uktad immunologiczny, petigey kluczowe funkcje regulacyjne w organizmie czlowieka,
jest relatywnie dobrze scharakteryzowany pod katem zmian towarzyszgcych starzeniu.
Najlepiej opisane kwestie to wzrost czgstosci wystgpowania chorob autoagresyjnych wraz
z wiekiem oraz czestsze wystepowanie infekcji i trudniejszy ich przebieg u oséb starszych.
Tto molekularno-komérkowe tych zjawisk jest takze do$¢ dobrze scharakteryzowane,
a istotng w nich role przypisuje si¢ zmianom czynnosciowym zachodzacym wraz z wiekiem
w obrebie réznego typu populacji limfocytow T. Zgromadzono wiedz¢ o znaczeniu
replikacyjnego starzenia si¢ tych komoérek, zmienionej czgstosci apoptozy, a takze
uposledzonej reaktywnosci po zetknigciu sie z antygenem. Natomiast to, o czym wiemy
relatywnie niewiele, to migdzy innymi szerokie znaczenie oddzialywania starych komorek
miesni gladkich aorty, w tym egzosoméw, na funkcje limfocytow T w aspekcie miazdzycy
naczyn. Pecherzyki zewnatrzkomorkowe, w tym ich szczegélna frakcja — egzosomy, pelnia
istotng role w przekazywaniu informacji pomigdzy komoérkami. Moga by¢ nosnikiem
réznorodnego materiatu komorkowego (m.in. biatek, lipidow, DNA, mRNA, miRNA). Sg
uwalniane zaréwno w warunkach fizjologicznych, jak rowniez w stanach patologicznych,
przez komérki mtode jak i komorki stare bez wzgledu na sposoéb ich starzenia. Uwaza sig, ze
mogg one petni¢ role mediatoréw w zjawiskach komorkowego starzenia i progresji komoérek
nowotworowych.

Za cel swoich badan Doktorantka postawila scharakteryzowanie i poréwnanie fenotypu

przyspieszonego starzenia w réznych typach komorek prawidtowych (komérki migsni
gltadkich aorty, preadipocyty oraz fibroblasty skorne) hodowanych in vitro, wyznaczenie
uniwersalnych znacznikéw tego procesu oraz poréwnanie zmian zachodzacych w komoérkach
mie$ni gtadkich aorty ulegajacych przyspieszonemu starzeniu (na wezesnym i péZnym etapie
tego procesu) oraz ulegajacych starzeniu replikacyjnemu.
Jednym z gléwnych zagadnien podjetych przez Doktorantke bylo opracowanie modelu
starzenia komoérek miesni gtadkich aorty wyizolowanych z blaszek miazdzycowych
pozyskanych od pacjentéw, a nastepnie poréwnanie ich profilu wydzielniczego z modelem
in vitro.



Doktorantka wzigta sobie takze za cel okreslenie podobieristwa i roéznic w proteomie
pecherzykow zewnatrzkomérkowych oraz czynnikéw rozpuszczalnych wydzielanych przez
komoérki migsni gladkich aorty ulegajacych starzeniu replikacyjnemu i przyspieszonemu oraz
zbadanie ich wptywu na proliferacje i r6znicowanie si¢ limfocytow T.

Rozprawa doktorska mgr inz. Gluchowskiej przygotowana jest w klasyczny sposéb,
z pewng drobng modyfikacja. Na rozprawg sklada si¢: Wstep, Zatozenia i cel pracy, Materiat i
metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie i wnioski, Bibliografia, Lista publikacji autorki
rozprawy oraz ta drobna modyfikacja a wiec Suplement pracy zawierajacy czesS¢ uzyskanych
wynikéw. Oprécz tego, rozprawa zawiera szczegolowy spis tresci, wykaz skrotéw oraz
streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim.

W 20-stronnicowym Wstepie Autorka opisala starzenie komoérkowe oraz jaka role
odgrywa ono wobec zmian zachodzacych w organizmie cztowieka.

Autorka przedstawita rys historyczny badan nad starzeniem replikacyjnym. W dalszej
czgsci tego rozdzialu przedstawila czym jest przyspieszone starzenie indukowane stresem
oraz scharakteryzowata znaczniki procesu starzenia komérkowego. W sposéb klarowny dla
czytelnika Doktorantka oméwila powstawanie oraz biologiczne znaczenie pecherzykéw
zewnatrzkomorkowych a takze ich potencjalng role¢ w indukcji miazdzycy, rozumianej,
zgodnie z jej definicja, jako przewlekly proces toczacy sie duzych i §rednich naczyniach
krwiono$nych.

Po merytorycznym wprowadzeniu w tematyke rozprawy, Doktorantka definiuje sze$é
zalozeh swojej pracy. Sa wsréd nich scharakteryzowanie i poréwnanie fenotypu
przyspieszonego starzenia w réznych typach komoérek prawidlowych hodowanych in vitro
oraz wyznaczenie uniwersalnych znacznikéw/markerdw tego procesu. W tym celu
wykorzystane do badan byly komérki migsni gladkich aorty, preadipocyty oraz fibroblasty
(pomimo, Ze te typy komérek prawidtowych pojawily sie juz w celach rozprawy nie znalazlo
si¢ miejsce na informacje o nich w Podsumowaniu i wnioskach pracy). Nastepne cele dotyczg
juz badaf nad komoérkami miesni gladkich w warunkach in vifro i in vivo oraz oceny ich
szeroko' pojetego profilu wydzielniczego w odniesieniu do aktywacji, proliferacji i
roznicowania limfocytow T.

Kolejny rozdziat, Material i metody liczy 28 stron. Autorka podzielila go na dwa
podrozdziaty. W czesci opisujacej Materialy zostat opisany materiat badawczy, przeciwciata
1 roztwory wykorzystywane podczas czgsci eksperymentalnej. Drugi podrozdziat to Metody,
opisany w nim zostat wykorzystywany w pracy warsztat doswiadczalny. Bardzo szczegbtowy
opis metod, ktérymi postugiwano si¢ W pracy, $wiadezy o duzym dos$wiadczeniu Doktorantki
w tym obszarze badan i utwierdza w przekonaniu, ze pézniejsza interpretacja wynikéw bedzie
spoczywala rekach eksperta. Dla oceniajacego nie jest natomiast jasne, dlaczego w tym
podrozdziale nie wyczuwa sie rownowagi, w szczegdlowosci opisywanych metod. Mozna
zauwazy¢, dla przyktadu, ze metoda 3.2.8.6 zostala jedynie przedstawiona w spos6éb bardzo
ogolnikowy. Fakt, ze Doktorantka nie dokonywata tych oznaczen w swojej jednostce
macierzystej nie powinien by¢ umniejszony o szczegblowosd, ktéra pochwalam w
pozostatych czesciach pracy.



Najobszerniejszg czgscia rozprawy s Wyniki. Autorka przedstawia je na 71. stronach,
postugujac sie tekstem, tabelami i rycinami. Wyniki dotyczace preadipocytow 1 fibroblastow
zostaly umieszczone w suplemencie pracy. W czesci wynikowej rozprawy znajdujemy m.in.
charakterystyke ludzkich komoérek mieéni gladkich aorty ulegajacych  starzeniu
przyspieszonemu indukowanemu stresem. Grupy te sa poddawane ocenie, jednakze
niewlasciwym formalnie jest okre$lanie ich przez Doktorantke ,.glodzonymi” — rozumiem, Ze
sg to hodowle utrzymywane w medium nie zawierajgcym surowicy - oraz ,.przegeszczonymi’”
jako hodowli wystepujacych w pelnej zlewnosci komoérek, wykazujacych 100% konfluencji
badz wykazujacych zahamowang proliferacj¢ poprzez osiagniecie kontaktowej strefy wzrostu.
Przeszkadza mi kolokwializm w postaci tych okreslen, ktérymi Autorka postuguje si¢ W
pracy.

Kolejnymi zagadnieniami przedstawionymi w formie wynikowej jest charakterystyka
ludzkich komérek mieéni gladkich naczyn ulegajacych starzeniu in Vitro i in vivo.
Doktorantka dokonata, co z wielkim szacunkiem podkreslam, bardzo szerokiej analizy
pecherzykow zewnatrzkomorkowych wydzielanych przez komorki mieéni gtadkich (komorki
mtode vs stare). Zastosowana metoda, opierajaca si¢ 0 interpretacje map ciepta oraz analize
wizualizacji sieci oddziatywan jakie tworza biatka pochodzace z egzosomow z¢e szczeg6lnym
uwzglednieniem tych, ktore s3 zaangazowane w regulacje funkcji komorek odporno$ciowych,
utwierdza w poczuciu o duzej wiedzy 1 dobrym przygotowaniu Doktorantki. Catos¢
prezentacji graficzne] cze$ci wynikowej jest bardzo czytelna oraz profesjonalna; $wiadczy o
wiedzy i umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, jak i przedstawiana
wynikow swojej pracy. Ostatnia grupa wynikow to badanie wplywu czynnik6w wydzielanych
przez komorki stare na aktywacjg i proliferacje limfocytow T.

Liczaca 14 stron Dyskusja - zgodnie z zasadami sztuki - W skondensowany sposob odnosi
sie do uzyskanych wynikow przez pryzmat badafi innych zespotow, z uwzglednieniem
wlasnej ich interpretacji. Jest to rozdziat trafnie konfrontujacy uzyskane wyniki z danymi
$wiatowymi z uwzglednieniem najnowszego pismiennictwa. W miejscach, w ktorych wyniki
uzyskane przez Doktorantke stojg W sprzecznosci z wynikami innych zespotow, dostrzegam
umiejetno$é poszukiwania i identyfikowania przyczyn tych roznic.

Po Dyskusji znajduje sig 2_strormicowe Podsumowanie i wnioski. Podsumowanie zawiera
skrocona forme uzyskanych wynikéw bez podawania ich wartosci liczbowych, jedynie
podkreslony jest kierunek uzyskanych zmian. W drugiej czgsci tego podrozdziatu Autorka
rozprawy formutuje 5 bardzo zwieztych wnioskow, ktore we wlhasciwy sposob podsumowuja
przeprowadzone badania. Doktorantka ustrzegla si¢ w tej czesci pracy bardzo powszechnego
btedu, jakim jest ponowne opisanie wynikow zamiast wskazywania rzeczywistych wnioskow.

Do przygotowania swej rozprawy doktorskiej Autorka wykorzystala bardzo bogata
bibliografie. Wigkszos¢ cytowanych prac pochodzi z ostatnich lat, cho¢ w pewnych
momentach Doktorantka pozwolita sobie takze powotaé si¢ na starsze publikacje. Dobor
literatury oceniam jako wiasciwy.

W tym miejscu, po podsumowaniu budowy i treéci rozprawy, pozwolg sobie zwroci¢
uwage na jeszcze kilka elementoéw tej pracy, ktore budza moje watpliwosci lub wymagaja
przedyskutowania. Przy czym podkres§lam, nie s3 to kwestie wptywajace na odbidr i wage



przedstawionych badan. Sg to raczej elementy do rozwazenia przez Doktorantke na kolejnych
etapach swojego rozwoju naukowego.

Dla latwosci odniesienia si¢ do danego zagadnienia, przedstawi¢ te uwagi w porzadku
chronologicznym.

1. Wykaz wybranych skrotéw — fakt umieszczenia skrétu oraz podania wytlumaczenia
jego w tej czgsci jest wystarczajacy, by w dalszych czesciach pracy postugiwaé sig juz
tylko skrétem, a nie na nowo w nawiasie kazdorazowo umieszcza¢ jego ttumaczenie —
przyklady SASP wraz z thumaczeniem na str. 33,105 czy np. PCNA str. 100 lub
powtarzajace si¢ RS str. 105,107, 111, 114,

2. Wstep 1.3. — ,,Komorki, w ktorych doszlo do uszkodzenia materiatu genetycznego,
przestaja si¢ dzieli¢ i ulegaja starzeniu, wydzielajac przy tym szereg cytokin, ktore
nastepnie s3 rozpoznawane przez komérki zerne uktadu odpornosciowego
przyczyniajac sig¢ do eliminacji komorek starych”. Jest to moim zdaniem daleko idace
uproszczenie tego procesu a biorac pod uwage, ze to dotyczy wstepy, nalezaloby
dokladniej opisa¢ procesy/mozliwe drogi tego, co si¢ dzieje z komoérkami, w ktorych
doszto do uszkodzenia materialu genetycznego. A mianowicie - co dzieje si¢ oprocz
starzenia sie komorki. Moze warto by wspomnie¢ o roli (badz mozliwosci
wykorzystania) senolitykow. 7 tekstu wynika, ze komorki zerne usuwajgc komorki
stare z naszego organizmu pozbywaja sie ,,problemu”. Jest to chyba skrot myslowy
poniewaz dobrze juz zostaly scharakteryzowane pewne komorki np. stare komorki
mezotelium  otrzewnowego ~w  kontekscie ich interakcji z komorkami
mikrosrodowiska, w ktérym si¢ znajdujg.

3. Materiaty i metody

e 3.1.1.2 — Autorka przedstawia przyktadowe zdjecia z poszczegodlnych etapow
izolacji — bardzo pochwalam zamieszczenie tych zdjg¢, ale brakuje mi
zapewnienia na podstawie charakterystycznego markera, ze faktycznie
Doktorantka pracowala na komoérkach mieéni gladkich. Wieloletnie
doéwiadczenie Zespotu, w ktorym pracowata Autorka, prawdopodobnie
pozwala na ich identyfikacje na podstawie oceny ich fenotypu/morfologii.
Uwazam jednak, ze dla celow tej rozprawy takie zdjecie identyfikacyjne
powinno byto sig tu znalez¢.

e 3.1.1.4 — Dlaczego jednym z wykorzystanych modeli badawczych w pracy
byty fibroblasty skorne, a nie fibroblasty ludzkie z aorty (dostgpne sa
komercyjne) albo np. te wyizolowane z materiatu $rodoperacyjnego, z blaszki
miazdzycowej? Czym si¢ sugerowano w doborze wlasnie komercyjnych
fibroblastow skérnych, a nie tych zwiazanych bezposrednio z tematem pracy?

e 323. —(...) 18 godzin w inkubatorze (...) rozumiem, ze Autorka ma na mysli
cieplarke badz inkubator bez CO», ktorego obecnos¢ moglaby wplyna¢ na
zmiang pH i zmieni¢ odczyt B-galaktozydazy zwigzanej ze starzeniem
oznaczanej przy pH 6.

e 42.1 — w dostepnych publikacjach napotka¢ mozna na fakt wykorzystania
wazrostu aktywnosci B-galaktozydazy zwigzanej ze starzeniem poprzez stopien
nasilenia barwy niebieskiej w cytoplazmie komorek starych. Mozemy zalozy¢,
ze jest to poprawne tylko pod warunkiem, ze zebrane komoérki w danych
punktach czasowych byty utrwalane i jednoczasowo wybarwiane. Takiego
komentarza nie znalaztam w pracy. Metoda ta nie jest metoda immunologiczna



a jedynie dajaca efekt barwny, stad pomimo wykonania barwienia zgodnego
z metodyka, ale wykonanego innego dnia i np. przez rézne osoby, preparaty
te moga rézni¢ sie sila wyrazenia barwy niebieskiej. Natomiast pochwalam
jako$¢ przepigknych barwien fluorescencyjnych (Ryc. 4.17)

e 6. — brak w Podsumowaniu i wnioskach informacji dotyczacej wynikow
uzyskanych dla preadipocytow i fibroblastow skérnych. Rozumiem, ze temat
pracy nie dotyczyl ich bezposrednio, ale skoro byly jednym z modeli
badawczych i znalazlo si¢ miejsce dla nich w metodyce, w suplemencie
zawierajgcym wyniki, to uwazam, Zze cho¢ jeden wniosek powinien ich
dotyczy¢.

Reasumujac, przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska jest dzielem poruszajacym
wazne z punktu naukowego kwestie dotyczace procesu starzenia si¢ komorek i roli
pecherzykow zewngtrzkomorkowych w odniesieniu do zmian funkcji limfocytéw T.
Uzyskane wyniki przedstawione we wnioskach stanowia oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego. Doktorantka dowodzi w rozprawie duzej swej wiedzy merytorycznej oraz co
najmniej rownie wysokimi umiejetnosciami eksperymentalnymi. Mimo kilku moich w/w
uwag, walory naukowo-poznawcze rozprawy s wysokie.

Z cala pewnoscia, przedstawione mi do oceny dzielo spetnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim, okre§lone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630). W zwigzku z powyzszym,
whnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Do$wiadczalnej o dopuszczenie mgr inZ.
Agaty Gluchowskiej do dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Poznan, 06 grudnia 2023 r.
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RECENZJA
ROZPRAWY DOKTORSKIE] MGR INZ. AGATY GEUCHOWSKIE]J P.T. ,, PECHERZYKI ZEWNATRZ-
KOMORKOWE ORAZ BIALKA WYDZIELANE PRZEZ STARE KOMORKI MIESNI GEADKICH AORTY —
WPLYW NA FUNKCJE LIMFOCYTOW T”

Przestawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Agaty Gluchowskiej wykonana
zostala pod kierunkiem promotora gtéwnego - Pani dr hab. Grazyny Mosieniak w Pracowni
Molekularnych Podstaw Starzenia Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN.
Projekt doktorski realizowany byt ramach kierowanego przez dr hab. Grazyne Mosieniak
grantu Opus finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (nr.. UMO
2014/15/B/NZ3/01150), w ktéorym Doktorantka pelnita role wykonawcy. Wynikiem
przedstawionych w niniejszej rozprawie badan byla orginalna praca w recenzowanym
czasopi$mie Geroscience o IF: 7,581.

W ostatnich latach starzenie komoérkowe stanowi istotny przedmiot badan wielu grup
badawczych na swiecie z uwagi na jego role w rozwoju choréb zwigzanych z wiekiem, takich
jak choroby naczyniowo-sercowe, choroby neurodegeneracyjne, zacma i jaskra, cukrzyca
typu II, przewlekla obturbacyjna choroba pluc, itd. Szczegdlne zainteresowanie badawcze
wzbudza tzw. fenotyp sekrecyjny zwiazany ze starzeniem ( z ang. Senescence-Associated
Secretory Phenotype, SASP) charakterystyczny dla wszystkich komérek ulegajacych
starzeniu. Jest on istotnym czynnikiem patologicznych procesdéw starzenia, w tym
przewleklego stanu zapalnego, immunosupresji, transformacji nowotworowej czy
uposledzonej regeneracji. Ostatnie badania sugeruja, ze istotnym sktadnikiem sekretomu
zwigzanego z SASP , obok rozpuszczalnych biatkowych i nie-biatkowych czasteczek
sygnatowych, sa pecherzyki zewnatrzkomdrkowe (z ang. extracellular vesicles, EVs),
spelniajacych role mediatoréw miedzykomdrkowych, zaréwno w mikrosrodowisku jak i
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ogolnieustrojowo. Wykazano, ze w odpowiedzi na réznorakie bodzce indukujace starzenie
komorki wydzielaja wiecej EVs. Mikropecherzyki te odzwierciedlaja zmiany molekularne
zachodzace w komorkach ulegajacych starzeniu i istotnie wplywaja na mikro$rodowisko
komodrek starych, m.in. przyczyniajac sie do starzenia sasiadujacych komorek i promujac
stres oksydacyjny i stan zapalny. Podobny wplyw SASP, szczegdlnie dotyczacy promocji
stanu zapalnego, udokumentowano w rozwoju miazdzycy. W obrebie blaszki miazdzycowej
wykryto obecnosé starych komérek miesni gltadkich aorty (z ang. senescent vascular smooth
muscle cells, VSMCs) i udokumentowano niekorzystny wplyw ich sekretomu na
mikrosrodowisko blaszki, jednakze rola EVs w obrebie tego sekretomu byta do tej pory matlo
poznana.

Praca doktorska pani Agaty Gluchowskiej podejmuje ten stabo zbadany temat SASP, w tym
EVs, z komérek VSMC ulegajacych starzeniu. W starannie zdefiniowanych modelach in
vitro z uzyciem linii komérek zdrowych VSMC, fibroblastéw i preadipocytéw, doktorantka
zidentyfikowala istotne markery indukowanego starzenia przyspieszonego indukowanego
stresem (SPIS) a takze starzenia replikacyjnego (RS), ktdre nastepnie wykorzystala do
wykazania cech starzenia komoérek mie$ni gladkich wyizolowanych 2z blaszek
miazdzycowych jako modelu starzenia in vivo. Wykazala podobieristwa w morfologii, w
ekspresji biatek zwigzanych ze starzeniem oraz w sekretomie komdrek VSMC ulegajacych
starzeniu in vitro oraz in vivo. Stwierdzila przy tym, ze profil wydzielniczy komérek VSMC
izolowanych z blaszek miazdzycowych w znacznym stopniu przypomina profil wydzielniczy
komorek ulegajacych starzeniu replikacyjnemu oraz przyspieszonemu na pdinym etapie
tego procesu. Dzieki analizie proteomicznej pecherzykow zewnatrzkomoérkowych oraz
czynnikow rozpuszczalnych zwigzanych z SASP doktorantka wykazata réznice w skladzie
sekretomu komoérek miodych i starych, jak i pomiedzy komérkami ulegajacymi starzeniu
przyspieszonemu oraz replikacyjnemu. W kolejnym modelu in vitro wykazatla zréznicowany
wplyw poszczegélnych frakcji SASP starych komérek VSMC: pecherzykowej oraz
rozpuszczalnej, na aktywacje limfocytéw T, co moze mieé¢ bezposredni wplyw na rozwdj
stanu zapalnego bezposrednio blaszkach miazdzycowych in vivo.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa mgr inz. Agaty Gluchowskiej jest klasyczng dysertacjg i jest dosy¢ obszerna, liczac
196 stron. Ma uklad typowy dla rozpraw doktorskich i w peini spelnia wymogi formalne
stawiane rozprawie doktorskiej Rozprawe rozpoczyna Spis tredci i wykaz wybranych
skrétow, po ktérym nastepujg streszczenia pracy w jezyku polskim oraz angielskim. Wstep,
liczacy 22 stron i obejmujacy 2 ryciny, podzielony zostal na 11 podrozdzialdow i jest
merytorycznym wstepem do podejmowanych w rozprawie doktorskiej aspektéw
badawczych. W nastepujacym dwustronicowym rozdziale zatytulowanym Zalozenia i cele
Doktorantka sformulowata najwazniejsze cele swojej rozprawy doktorskiej. Rozdzial
Materialy i Metody liczacy 28 stron zawiera opis materialu badawczego oraz procedur
eksperymentalnych zastosowanych w pracy i jest uzupelniony o 7 rycin oraz 5 tabel
odnoszacych sie do przeprowadzonych procedur doswiadczalnych oraz odczynnikéw
wykorzystanych w badaniach. Bardzo obszerny rozdzial obejmujacy gtéwne wyniki badan
uzyskanych przez Doktorantke liczy 71 stron, zostal podzielony na 4 gtéwne podrozdziaty i
zawiera 56 rycin i 2 tabele. Zaznaczy¢ nalezy, ze rozdzial ten zostat tez uzupelniony o liczacy
14 stron suplement umieszczony na korcu pracy, ktéry za pomoca 13 rycin i 1 tabeli
przedstawia uzupelniajace wyniki pracy. Nastepujaca 19-stronicowa Dyskusja podzielona
zostala na 5 podrozdzialéw omawia przedstawione wczesniej wynikéw na tle
dotychczasowych doniesied naukowych. Kolejny 2-stronicowy rozdzial podsumowuje
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najwazniejszy wyniki badan przeprowadzonych i wyciagniete wnioski. Praca doktorska
konczy si¢ rozdzialem obejmujacym spis piSmiennictwa liczacego 223 pozycji, lista
publikacji Doktorantki oraz wspomnianym wyzej Suplementem.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca doktorska jest napisana bardzo poprawnym, rzeczowym a zarazem przystepnym
jezykiem polskim. Pod wzgledem edytorskim praca jest przygotowana bardzo starannie i
estetycznie, zawiera bardzo nieliczne i drobne bledy edytorskie ktére nie umniejszajg w
zaden sposéb wysokiej jakosci rozprawy. Grafiki sa dobrze zaplanowane i jasno i
przejrzyscie prezentuja uzyskane wyniki. Wszystko to sprawia, ze prace czyta sie z duza
przyjemnoscia, jasno podazajac za tokiem prezentacji danych przez Doktorantke.

Ocena merytoryczna

Wstep napisany jest w sposdb przejrzysty i spéjny, dobrze wprowadza czytelnika w
zagadnienia poruszane w rozprawie doktorskiej. W pierwszych 5 podrozdziatach
Doktorantka przedstawia zagadnienia starzenia komdrkowego na poziomie molekularnym,
omawiajac jego definicje, jego gléwne typy, jak i szlaki sygnalowe ktdre zostajg indukowane
w trakcie tego procesu. Szczegélng uwage Doktorantka poswieca omdwieniu
najwazniejszych morfologicznych i molekularnych znacznikéw starzenia komoérkowego,
ktére beda nastepnie wykorzystywane w pracy badawczej, podkreslajac przy tym brak
jednego uniwersalnego markera komorek starych. W tym kontekscie w szczeg6tach omawia
tzw. fenotyp wydzielniczy zwigzanego ze starzeniem (z ang. SASP), w tym jego dzialanie na
inne komorki mikrosrodowiska. Doktorantka zwraca przy tym uwage na zlozonos¢ i
réznorodno$¢ tego procesu oraz jego zmienng dynamike, co uzmyslawia czytelnikowi
trudnodci z jakimi zmagata sie Doktorantka badajac to zjawisko oraz tlumaczy zastosowanie
przez nig okreslonych modeli in vitro (wczesne vs. pdzne starzenie). Nastepnie Doktorantka
przedstawia pecherzyki zewnatrzkomoérkowe jako niedawno odkryty nowy element
sekretomu komorek starych. Pokrdotce omawia ich definicje, klasyfikacje, biogeneze i
interakcje z innymi komoérkami, a takze ich dotychczas udokumentowane znaczenie w
starzeniu komérkowym. W kolejnej czesci skiadajacej sie z 6 podrozdzialéw Doktorantka
omawia rolg starzenia komodrkowego dla catego organizmu, w tym jego zwiazek z rozwojem
chordéb zwiazanych z wiekiem, koncentrujac sie tutaj na miazdzycy. Omawia patogeneze
blaszki miazdzycowej i role poszczegdlnych typéw komdrek w jej rozwoju, w szczegolnosci
role komérek mieéni gtadkich, stanowigcych przedmiot badan niniejszej pracy. Przedstawia
doniesienia dokumentujace proces starzenia komérek miesni gladkich w obrebie blaszki
miazdzycowej, ktére poprzez wydzielanie czynnikéw zwigzanych z SASP oddzialywajg na
inne komérki w mikrosrodowisku blaszki, takie jak np. limfocyty. Prowadzi to do promocji
stanu zapalnego i destabilizacji blaszki, poglebiajac zmiany miazdzycowe.

Do tej czesci mam jedynie kilka de facto drobnych uwag i pytan:

Na str. 26 Doktorantka piszac o odkryciu, ze EVs mogg dostarczac funkcjonalne RNA i biatka
do komérek biorcéw przytacza prace Valadi i wsp. z 2007. Nalezy wspomnieé, ze za pierwsza
prace dokumentujaca niezbicie biologiczng funkcje EVs zwigzang z transportem bialek jest
praca Raposo i wsp. z 1996 r., opisujac transfer receptoréw MHC-II z komérek B do
limfocytow T, zas funkcjonalny transfer mRNA poprzez EVs zostal jako pierwszy opisany
przez prof. Ratajczaka w 2006 r.
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Doktorantka stwierdza na str. 28 w zwigzku z omawianiem réznych szlakéw pochlaniania
EVs przez komérki, ze ,...fagocytoza stanowi raczej srodek eliminacji pecherzykow
zewnatrzkomorkowych anizeli proces posredniczacy w komunikacji miedzy komérkami.”
Tu bym polemizowala, gdyz niezaleznie od drogi wychwytu/internalizacji EVs trafiajg one
do wczesnych endosoméw i dopiero po tym etapie mogg trafi¢ na Sciezke degradacji do
lizosoméw lub, jak wykazano w licznych pracach, czesto moga uniknac sciezki degradacji,
nasladujgc np. mechanizmy ucieczki wypracowane przez bakterie i wirusy (tzw. ,endosomal
escape”, np. Groth and Marsh, 2011; Tweten 2005). Wielokrotnie udokumentowany
funkcjonalny transfer bialek i RNA poprzez fagocytowane EVs do makrofagéw, niezbicie
dowodzi mozliwosci istnienie transportu mikropecherzykowego tadunku molekularnego do
cytoplazmy z ominieciem S$ciezek degradacji réwniez w przypadku fagocytozy, choé
doktadne mechanizmy tej ucieczki nie sa jeszcze dostatecznie zbadane.

Na str.33 Doktorantka wspomina, ze komdrki miesni gladkich znajduja sie w czapeczce,
jednak dokladniejsze wyjasnienie tego elementu blaszki miazdzycowej, mechanizmu jego
powstania i znaczenie dla stabilizacji blaszki opisuje dopiero w nastepnym rozdziale
dotyczacym stanu zapalnego. Polaczenie obu fragmentéw polepszytoby zrozumienie
zjawiska przez czytelnika pracy. W tym kontekscie dodatkowa grafika ilustrujaca w
uproszczeniu mechanizmy i typy komorek zaangazowane w rozwdj blaszki miazdzycowej
znacznie ulatwilyby zrozumienie przez czytelnika tego skomplikowanego procesu.

Materialy i metody:

Tutaj Doktorantka bardzo szczegélowo opisuje zastosowane linie komérkowe, przeciwciala,
roztwory, modele in vitro i ex vivo. Na podkreslenie zastuguje réznorodnos¢ zastosowanych
technik badawczych. Zabraklo mi tu jednak kilku informacji, a takze mam dos¢ istotng
uwage dotyczacg doboru metody izolacji EVs z pozywki.

W rozdziale 3.1.1.2 Doktorantka opisuje izolacje ludzkich komdrek mieéni gladkich z blaszek
miazdzycowych. Jak pozbywano sie zanieczyszczen komdrkami nablonka i fibroblastami?
Czy sprawdzano czystos¢ uzyskanych komodrek miesni gladkich, np. w cytometrii

przeplywowej?

Brak jest zupeinie informacji zwigzanych z dawcami blaszek miazdzycowych: o ich wieku,
czynnikéw miazdzycy takich jak hipercholesterolemia, nadcis$nienie tetnicze, cukrzyca typu
2, otylos¢, palenie papieroséw, itp., morfologii blaszek miazdzycowych, stosowanego
leczenia. Mimo bardzo ograniczonej grupy badawczej nie gwarantujacej zapewne istotnosci
statystycznej uzyskanych wynikéw, dane te moglyby pomoc zinterpretowad zauwazalne
réznice w sekretomie komoérek mieséni gladkich poszczegdlnych dawcéw oraz wskazad
przynajmniej jakie$ trendy zwigzane z czynnikami klinicznymi.

Z uwagi na moje wieloletnie doswiadczenie w izolacji pecherzykéw zewnatrzkomérkowych
ale w szczegdlnosci w $wietle publikacji Wallis i wsp. z 2020 r. (JEV. 2021;10:e12041.
https://doi.org/10.1002/jev2.12041) uwazam wyboér przez Doktorantke akurat ultrawirowania
jako metody izolacji pecherzykéw z pozywki hodowlanej za do$¢ niefortunny. Szczegélnie w
przypadku analizy pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych bardzo czula metodg
proteomiczng, niezwykle wazna jest czysto§¢ analizowanych prébek aby uzyskac
wiarygodne wyniki. Tym bardziej Ze Doktorantka zamierzala jakosciowo i ilosciowo
poréwnac sekretom starzejacych sie komorek miesni gltadkich zwigzany z pecherzykami
zewnatrzkomérkowymi z sekretomem rozpuszczalnym, co wymagaloby jak najbardziej
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precyzyjnego oddzielenia frakcji pecherzykowej od frakcji rozpuszczalnej. Zastosowanie
ultrawirowania sekwencyjnego jako jedynej metody izolacji wg licznych doniesieri nie
gwarantuje bynajmniej takiego rozdzialu, a wymieniona wyzej praca poswiecona byla
wlasnie temu zagadnieniu w kontekscie badania fenotypu wydzielniczego zwigzanego ze
starzeniem w fibroblastach. Stosujac analizy proteomiczne i testy ELISA badacze wykazali,
ze rozpuszczalne czynniki SASP ulegaja ko-izolacji z pozywki kondycjonowanej razem z EVs
po ultrawirowaniu. Dowiedli, Ze zastosowanie dodatkowego oczyszczania préobek po izolacji
ultrawirowaniem metoda chromatografii wykluczania (z ang. SEC, size exclusion
chromatography) zapewnia skuteczny rozdzial frakcji pecherzykowej i rozpuszczalnej SASP
i umozliwia wiarygodna analize funkcjonalnej roli obu frakcji w starzeniu komérkowym.
Nie wiem, czy Doktorantka w momencie planowania i przeprowadzania etapu izolacji EVs
byla swiadoma istnieniu tej publikacji, czy rozwazala stosowanie innych lub
uzupelniajagcych metod izolacji. Prositabym tu o stosowny komentarz. Tym niemniej
zaznaczyc nalezy, ze prezentowane w tej rozprawie przez Doktorantke wyniki proteomicznej
analizy pecherzykowej i rozpuszczalnej frakcji SASP zostaly opublikowane w dobrym
czasopi$mie i tutaj recenzenci najwyrazniej nie mieli takich zastrzezen.

W rozdziale Wyniki Doktorantka w sposéb bardzo logiczny i uporzadkowany przedstawila
gléwne osiagniecia swoich badar, ilustrujac je odpowiednio  dobrze opisanymi,
wielopanelowymi rycinami i tabelami.

W pierwszej czgsci scharakteryzowano i poréwnano fenotyp starzenia przyspieszonego
ludzkich komdrek miesni gladkich aorty, preadipocytéw oraz fibroblastéw (SIPS) oraz
starzenia replikacyjnego (RS) komoérek miesni gladkich aorty. Doktorantka zidentyfikowata
przy tym uniwersalne markery starzenia, pozwalajace jednoznacznie odrézni¢ komorki
stare nie tylko od komoérek proliferujacych, ale takze od tych bedacych w bedace w stanie
spoczynku. Na uwage zastuguje fakt, Ze Doktorantka nie zawierzyla slepo publikowanym
danym na temat stosowanych markeréw starzenia, lecz krytycznie zweryfikowala ich
uzyteczno$¢ dla wlasnego modelu badawczego. Nastepnie scharakteryzowala i poréwnala
starzenie replikacyjne i przyspieszone ludzkich komdrek mieéni gladkich aorty na
wezesnym i poznym etapie tego procesu. Udokumentowata tym samym dynamike procesu
starzenia, pokazujac ze pewne badane cechy fenotypu starzenia zmienialy sie w czasie.
Analizujac podobnie komorki miegsni gladkich izolowanych z blaszek miazdzycowych,
Doktorantka potwierdzila wczesniejsze doniesienia zZe komorki te sg wzbogacone o
populacje komoérek starych, swiadczace o procesie starzenia w mikrosrodowisku blaszki.
Wykazala, zZe komorki miesni gladkich izolowanych =z blaszek miazdzycowych
charakteryzuja si¢ zwiekszonym wydzielaniem bialek zwigzanych z SASP i ze ich profil
wydzielniczy w znacznym stopniu przypomina sekretom komorek ulegajacych starzeniu
replikacyjnemu oraz przyspieszonemu na péznym etapie tego procesu. Doktorantka
zauwaza jednak, ze stwierdzone réznice w ekspresji bialek p21 i p16 w komérkach z blaszek
miazdzycowych w stosunku do komodrek hodowanych in vitro swiadcza tez o pewnych
roznicach pomiedzy procesem starzenia zachodzacego w warunkach hodowli in vitro a
procesem w organizmie.

W kolejnym etapie badan Doktorantka zbadata sekretom komoérek miesni gladkich aorty o
fenotypie RS i SIPS pod katem zawartosci pecherzykéw zewnatrzkomérkowych i wykryla
zwigkszone wydzielanie pecherzykéw przez komorki stare, niezaleznie od fenotypu
starzenia. Poprzez analize proteomiczng pecherzykéw zewnatrzkomérkowych oraz
czynnikéw rozpuszczalnych zwiazanych z SASP Doktorantka wykazala réznice w sktadzie
sekretomu komorek miodych i starych, jak i pomiedzy dwoma badanymi fenotypami
starzenia (RS vs SIPS). Ponadto zidentyfikowala szereg bialek, ktére moga regulowac funkcje
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komorek odpornosciowych, takich jak np. trombospondyna. Stad tez w kolejnym kroku
Doktorantka zbadata wplyw czynnikéw SASP na aktywacje, migracje i produkcje cytokin
limfocytow T. Pozywka kondycjonowana, reprezentujaca wszystkie wydzielane czynniki
SASP przez komorki ulegajace starzeniu, zwiekszala ilo§¢ wydzielanych cytokin przez
aktywowane limfocyty w stosunku do pozywki znad komdrek kontrolnych. Powtdérzenie
tego eksperymentu z podzialem na pecherzykowsa oraz rozpuszczalng frakcje czynnikow
SASP wykazalo jednakze zrdznicowany, wrecz antagonistyczny wplyw obu frakcji na
wydzielanie cytokin przez aktywowane limfocyty T.

Do tego rozdzialu mam kilka pytan i uwag:

Czy Doktorantka poréwnywata proteom frakcji pecherzowej i rozpuszczalnej SASP? Analiza
udzialu procentowego i rodzaju zidentyfikowanych bialek wspdlnych (np. czy byly to
gléwnie biatka wydzielnicze?) moglaby wyjasnié, czy tak jak w przypadku wspomnianej
przeze mnie pracy Wallis i wsp. mamy tu do czynienia z ko-izolacja rozpuszczalnych
czynnikow SASP z pecherzykami zewnatrzkomorkowymi metoda ultrawirowania.

W badaniach wplywu pozywki kondycjonowanej na aktywowane limfocyty T (ryc. 4.48-4.51)
w przypadku komoérek wyizolowanych z blaszek miazdzycowych prositabym Doktorantke o
doprecyzowanie, czy uzyto komorek od jednego czy wielu dawcéw i na jakiej zasadzie
dokonano wyboru.

Doktorantka w zwigzku z wizualizacja pobierania pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych
przez limfocyty T wspomina o ich internalizacji. W mojej ocenie, przedstawione w pracy
zdjecia nie dowodza jednoznacznie faktu pobierania pecherzykéw a jedynie wskazuja na
powierzchowng interakcje. Czy Doktorantka przeprowadzila rdéwniez kontrolny
eksperyment w 4°C lub zmierzyla ewentualng internalizacje innymi metodami, np. w
cytometrii przeplywowej? Wediug doniesien literaturowych limfocyty T raczej niechetnie
pobieraja mikropecherzyki zewnatrzkomérkowe w poréwnaniu do innych typéw komorek i
ich interakcje opieraja sie raczej na aktywacji blonowych receptoréw na powierzchni
limfocytéw poprzez odpowiednie ligandy na pecherzykach (np. FasL, PD-L1). Czy w
zidentyfikowanym proteomu pecherzykdw komodrek ulegajacych starzeniu Doktorantka
wykryla tego typu ligandy?

W rozdziale Dyskusja Doktorantka bardzo starannie ocenia uzyskane wyniki na tle innych
danych literaturowych, doglebnie i krytycznie analizujac takze swoje kontrowersyjne i
nieoczekiwane wyniki. Na szczegdlne uznanie zastuguje ostrozne i wywazone wnioskowanie
na podstawie otrzymanych wynikéw, przy jednoczesnej doskonalej znajomosci literatury i
szerokiej wiedzy w temacie. Rozdzial czyta sie bardzo dobrze, gdyz zostal podzielony na
podrozdzialy odnoszace sie do odpowiednich podrozdzialéw opisujacych wyniki, a ponadto
Doktorantka bardzo dobrze przedstawita zwiazki przyczynowo skutkowe przeprowadzonych
eksperymentow. Szczegbélowo tlumaczy dlaczego w swoich badaniach zastosowala te
konkretnie rodzaje komorek, induktoréw i modeli starzenia. Niemalze wszystkie pytania i
watpliwosci, jakie nasuwaly sie czytelnikowi w trakcie lektury wynikow, Doktorantka
wyjasnita w odpowiedniej czesci dyskusji.

Podsumowujac, rozprawe doktorska mgr inz. Agaty Gluchowskiej oceniam bardzo wysoko
zarowno pod wzgledem merytorycznym, jak i formalnym i edytorskim. Przedstawione w
recenzji uwagi oraz pytania w zadnym stopniu nie wplywaja na moja jak najbardzie;
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pozytywna ocene rozprawy. Doktorantka podjela bardzo ciekawy i wainy badawczo i
klinicznie temat, a jej badania wpisuja sie w najnowsze trendy analizy roli starzenia
komérkowego oraz mikropecherzykdow zewnatrzkomorkowych w miazdzycy. Staranne
zaplanowanie i przeprowadzenie doswiadczen z zastosowaniem réznorodnych technik a
takze doglebna i wywaZona analiza uzyskanych wynikéw s$wiadczy o znakomitym
opanowaniu warsztatu badawczego i dojrzalosci naukowej Doktorantki.

Przedstawiona mi do oceny praca spelnia wszystkie kryteria stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478, 619, 1630). W zwiazku z powyZszym z
przyjemnosciag wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej o
dopuszczenie mgr inZz. Agate Gluchowska do dalszych etapéw postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora.
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