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RECENZJA
pracy doktorskiej mgr Agnieszki Kingi Seligi pt.
»Udzial kwasu palmitynowego w regulacji wytwarzania czynnika von Willebranda
przez ludzkie komoérki srédbtonka (HUVEC): rola TLR4 i NFxB”

Zespot dr hab. Joanny Bandorowicz-Pikuty z Instytutu Biologii Doswiadczalnej w
Warszawie zajmuje sie wyjasnianiem molekularnego podtoza funkcjonowania komorek
Srodbtonka w warunkach fizjologicznych i patofizjologicznych, takich jak insulinoopornos¢ czy
wysoki poziom cholesterolu i kwaséw ttuszczowych. Zrozumienie jak kwas palmitynowy (PA)
wplywa na wydzielanie czynnika von Willebranda (VWF) przez komoérki srodbtonka jest
istotne, poniewaz u oséb otylych stezenie tego czynnika w osoczu jest podwyzszone, co
moze przyczynia¢ sie do rozwoju zaburzen sercowo-naczyniowych z powodu jego
prozakrzepowego dziatania. Dzieki badaniom nad odpowiedzig prozapalng indukowang
przez PA oraz udziatem czynnika transkrypcyjnego NF-xB, a takze receptorow Toll-like
(TLR2 i TLR4), mozna lepiej zrozumie¢ mechanizmy aktywacji odpowiedzi komodrek
srodbtonka na kwasy tluszczowe. W pracy scharakteryzowano odpowiedz komorek
srédbtonka na PA w warunkach sprzyjajgcych zwiekszeniu ilosci biatek adhezyjnych, bez
wplywu na przezywalnos$¢ tych komorek. Badano wplyw PA na wytwarzanie i wydzielanie
vWEF, potencjalne mechanizmy regulujgce to wydzielanie oraz udziat $ciezki sygnatowej NF-
KB i receptorow TLR w tym procesie. Wyniki tych badan mogg przyczyni¢ sie do lepszego
zrozumienia mechanizmow prowadzgcych do zaburzeh sercowo-naczyniowych u osob
otytych i potencjalnie wskaza¢ nowe cele terapeutyczne.

Formalny opis rozprawy

Praca przedstawiona do recenzji napisana jest fadnym, zwieztym i jasnym jezykiem,
zawiera, co nalezy podkresli¢, tadng oprawe graficzng. Tekst jest bardzo staranny, bez
literowek i btedow stylistycznych. Zastrzezenia redakcyjne dotyczg: jedynie niejednolitego
zapisu pozycji literaturowych (tj. tytutdbw artykutdw pisanych w catosci lub w przypadku tylko
pierwszego stowa z duzych liter).

Praca, liczaca w sumie 132 strony, zawiera 40 rycin oraz 9 tabel. Uktad pracy jest
typowy i obejmuje: spis tresci, wykaz skrotow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim,
wstep, zatozenia i cele pracy, materiaty i metody, wyniki, dyskusje, podsumowanie i wnioski
koncowe, oraz liczgcg 338 publikacji bibliografie, w wigkszosci zlozong z pozyciji
literaturowych opublikowanych w ostatnich 10 latach. Na konhcu rozprawy umieszczono
informacje o publikacji w International Journal of Molecular Sciences (IF ~6) z 2024 r., w
ktorej pierwszym autorem jest Doktorantka. W publikacji tej znajduje sie wiekszos¢ wynikow
opisanych w ocenianej pracy doktorskiej. Jestem przekonana, ze wyniki badan Doktorantki
wzbudzg zainteresowanie w Srodowisku naukowym.

Merytoryczna ocena rozprawy

Poprzedzajgcy czes¢ doswiadczalng, liczacy 21 strony Wstep stanowi ciekawie
napisany przeglad aktualnego stanu wiedzy dotyczgcego budowy i roli s$rédbtonka
naczyniowego oraz nieprawidtowosci w jego funkcjonowaniu zwigzanych z otytoscig, w tym
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ze zwiekszonym poziomem PA. W podrozdziatach dotyczacych czynnika vWF szczegotowo
oméwiono jego modyfikacje potranslacyjne i multimeryzacje, poszczegolne domeny i ich
funkcje, magazynowanie w ciatkach Weibel-Palade’a, oraz proces wydzielania. Opisano
takze najwazniejsze zagadnienia dotyczgce receptorow TLR i czynnika transkrypcyjnego NF-
kB. Lektura tego rozdziatu przekonuje o duzej wiedzy Doktorantki i znajomosci
najwazniejszych pozycji literaturowych dotyczgcych omawianych zagadnien.

Uwagi i pytania do Wstepu:

- Ryciny 1, 6 i 7 powinny zawiera¢ szczegdtowe opisy a takze wyttumaczenie wszystkich
uzywanych nazw i skrotow. W przypadku niektérych z nich nie ma informacji w catej pracy.

- Nie wspomniano o roli mitochondridow w sygnalizacji komorkowej za posrednictwem TLR.
Czy cos$ wiadomo na temat udziatu mitochondriéw komérek srédbtonka w tym procesie?

- O powigzaniu dojrzewania i wydzielania VWF z procesem autofagii wspomniano dopiero w
Wynikach i Dyskusji. Krétkie wprowadzenie powinno znalez¢ sie takze we Wstepie bo
przeciez Autorka badata wptyw PA na autofagie komorek srodbtonka.

Rozdziat Materiaty i metody (14 stron) zawiera staranne opisy stosowanych metod
badawczych. Uwage zwraca roznorodno$é stosowanych technik, swiadczgca o duzej
kompetencji Doktorantki w pracy doswiadczalnej. Podczas badan prowadzono: hodowle
pierwotnych komoérek $rédbtonka HUVEC w roznych warunkach, immunodetekcje biatek i
test immunoenzymatyczny ELISA, pomiar ekspresji gendw metodg RT-qPCR oraz
obrazowanie komoérek przy uzyciu mikroskopii konfokalnej.

Uwagi i pytania do rozdziatu Materiaty i metody:

- W pracy brakuje informacji o stezeniu albuminy surowicy bydlecej (BSA) podawanego w
kontroli i z PA. Czy neutralizowano roztwor BSA?

- Ocene przezywalnosci odklejonych od podfoza i przemytych komérek srédbtonka dokonano
za pomocg cytometrii przeptywowej. Nie brano pod uwage komérek uwolnionych do pozywki.
Czy mogto to mie¢ znaczenie dla otrzymanych wynikow?

W rozdziale Wyniki, ktéry obejmuje 37 strony, Autorka szczegotowo opisuje wyniki
przeprowadzonych badan zgrupowanych w 3 gtéwne punkty. Wyniki badan sg prezentowane
w sposob klarowny i logiczny, a zastosowane metody badawcze sg odpowiednie i
nowoczesne. Kazdy punkt otwiera krétkie wprowadzenie i kohczy krotkie podsumowanie,
porzadkujgce kolejne etapy badawcze. Ze wzgledu na rézne zmiany obserwowane dla
badanych parametréw, analiza otrzymanych wynikdw byta czasami trudna, nie zawsze
prowadzac do jednoznacznej interpretaciji. Trzeba podkresli€¢, ze Doktorantka, zachowujgc
krytycyzm, umiejetnie analizowata otrzymane wyniki.

Doktorantka podjeta sie trudnego zadania badania zlozonej, wieloetapowej i
rozgatezionej sygnalizacji komérkowej od receptorow TRL do efektu komdrkowego czyli
wydzielania vVWF. Przedstawione wyniki wskazujg, ze PA nie wplywa na mechanizm
wydzielania ciatek Weibel-Palade’a (WPBs), a zwiekszone wydzielanie vVWF wynika raczej
ze zwiekszonej ekspresji genu i zwiekszonej zawartosci dojrzatego biatka VWF
zmagazynowanego w tych wydzielniczych organellach komérek srédbtonka. Ekspresja genu
VWF w komorkach traktowanych PA nie jest regulowana czynnikami transkrypcyjnymi ERG i
GATAS. Otrzymane wyniki wskazujg takze, ze nasilone dojrzewanie VWF pod wptywem PA
nie jest bezposrednio regulowane przez zwigkszenie ilosci proteazy furyny. Badanie zmian w
poziomie biatek markerowych autofagii nie potwierdzito jednoznacznie zwigzku miedzy
aktywacjg autofagii a — zwiekszonym pod wplywem PA — wytwarzaniem i w efekcie
wydzielaniem vWF. Nie zauwazono zmian w organizacji szkieletu aktynowego komorek
srodbtonka traktowanych PA. Nie obserwowano takze wptywu PA na lokalizacje WPBs w
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traktowanych komodrkach srédbtonka, a wptyw na ekspresje gendw kodujgcych biatka
zwigzane z WPBs byt ograniczony i niejednoznaczny.

Zwiekszone poziomy ekspresji genow VWF i TNF (cytokiny, czynnika martwicy guza)
oraz zwiekszone poziomy biatek adhezyjnych (ICAM1 i VCAM1) potwierdzity wptyw PA na
aktywacje sciezki sygnatowej NF-kB w komorkach srodbtonka. Badania nie daty jednak
jednoznacznej odpowiedzi, ktéra Sciezka sygnatowa, kanoniczna czy alternatywna, jest
zwigzana ze zwiekszong przez PA ekspresjg genu VWF. Obserwowano, ze PA wptywa na
poziom biatek receptorowych TLR2, TLR4 i TLR6. Wykazano, Ze inhibitor TLR4 istotnie
hamuje efekt PA na zwiekszong ilos¢ transkryptu TNF. Wyniki te wskazujg, ze aktywacja
sciezki sygnatowej NF-kB, prowadzgca do zwiekszenia wytwarzania vWF pod wptywem PA,
jest przynajmniej czesciowo zwigzana z aktywacjg receptora TLR4.

Ponadto, stosujgc inhibitory receptoréw TRL2 i TRL4 oraz wyciszanie ekspresji ich
gendw wykazano, ze pomiedzy tymi receptorami wystepuje efekt kompensacyjny,
obserwowany na poziomie zaréwno aktywnosci receptorow, jak i mMRNA oraz biatka.

Oto kilka uwag i spostrzezen do przedyskutowania:

- Jedynie sprawdzajgc wptyw PA na poziom biatka VWF w pozywce (Rycina 12) oraz
aktywnos$¢é metaloproteinaz (Rycina 19) badano wplyw samej surowicy BSA wobec kontroli
bez BSA. W Dyskusiji (strona 87) Autorka wspomina o potencjalnym prozapalnym dziataniu
BSA czy jej wptywie na aktywacje receptora TLR4 i Sciezki sygnatowej NF-xB. Czy zatem
badania nie powinny by¢ prowadzone takze w warunkach kontrolnych bez BSA? Tak na
przyktad, badania przezywalnosci komoérek $rodbtonka w obecnosci BSA (Rycina 9)
wskazujg na ~8% udziat komoérek martwych oraz ~8% udziat komoérek apoptycznych. Czy te
stosunkowo duze wartosci nie sg spowodowane dziataniem samej surowicy?

- Ta sama detekcja aktyny stuzy jako kontrola detekcji dwoch biatek o zblizonej masie
czgsteczkowej (~60 kDa), ATG5 (Rycina 20) i p62 (Rycina 22). Czy stosowano odptukiwanie
przeciwciat i ponowng detekcje? Detekcja biatka vVWF i vVWFpp jest ztej jakosci (Rycina 13).
Wysuwanie wnioskéw o zmianach ilosciowych bez kontroli natozenia biatka oraz markerow
masy jest niepewne.

- Strona 77. Badajgc wptyw inhibitoréw C29 i TAK-242 na poziom biatek receptorow TLR2 i
TRL4 (Rycina 34) nie uzyto komorek traktowanych PA, poniewaz jak pisze Autorka: ...
zwiekszenie transkrypcji TNF przez C29 jest niezalezne od obecnosci PA...(Rycina 33)”. Nie
wzieto jednak pod uwage wyniku, przedstawionego na Rycinie 33, ze zmniejszenie poziomu
MRNA TNF przez TAK-242 byto zalezne od obecnosci PA. Czy powtdrzenie tego
doswiadczenia, poréwnujgc komorki traktowane PA i nietraktowane, nie wniostoby istotnych
wskazowek? Tym bardziej, ze kolejne doswiadczenie (Rycina 35), w ktorym badano wptyw
inhibitoréw na ekspresje gendw TRL2, TRL4 i genow biatek adaptorowych oraz koreceptora
CD36, wykazato zmiany istotne statystycznie jedynie w obecnosci PA w porownaniu z
komdrkami nietraktowanymi.

Liczacy 19 stron i podzielony na 3 punkty rozdziat Dyskusja w zasadzie wyczerpuje
aspekty wynikajgce z wynikéw wiasnych na tle w petni wykorzystanych wynikéw innych
badaczy. Lektura tego rozdziatu, podobnie jak Wstepu, swiadczy o duzej wiedzy Autorki i
swobodnym poruszaniu sie w literaturze. W rozdziale tym przedyskutowano (i) wptyw PA na
komorki srodbtonka i wydzielanie vWF, (ii) aktywacje sciezki sygnatowej NF-xB w obecnosci
PA za posrednictwem TRL4 i niepotwierdzonym udziatem TRL2 w tej aktywacji, oraz (iii)
zaobserwowany po raz pierwszy kompensacyjny efekt pomiedzy TRL2 i TRL4. Autorka
solidnie i krytycznie przedyskutowata otrzymane wyniki, cho¢ ich interpretacja nie zawsze
byta jednoznaczna. Wykazata sie rowniez umiejetnoscig wtasciwej interpretacji uzyskanych
danych w kontekscie istniejgcej literatury. Co nalezy podkresli¢, wskazata obszary w ktérych
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otrzymane wyniki nie przyniosty jednoznacznych odpowiedzi oraz zZaproponowata dalsze
badania.

W czasie lektury tej czesci pracy nasunety mi sie pytania:

- Biorgc pod uwage ztozone, rozgatezione i wymienne etapy przesytania sygnatéw od
receptorow TRL do efektu komorkowego czyli wydzielania VWF oraz na podstawie
uzyskanych wynikéw — czy mozna wykluczy¢ udziat TRL2 w aktywacji Sciezki sygnatowej
NF-kB w obecnosci PA? ‘

- Czy uzyskane wyniki dajg juz jakas wskazowke dla opracowania nowych, lub modyfikaciji
istniejgcych, strategii terapeutycznych dla oséb otylych z ryzykiem choréb sercowo-
naczyniowych?

Podsumowanie

Wspomniane wcze$niej uwagi nie majg wptywu na mojg bardzo pozytywng ocene
przedstawionej pracy, jej wartosci merytorycznej oraz znaczenia przeprowadzonych badan.
Wyniki eksperymentow i analiz przedstawione w rozprawie sg istotne dla zrozumienia
molekularnych mechanizméw, za pomoca ktorych kwas palmitynowy wplywa na wytwarzanie
czynnika von Willebranda przez ludzkie komorki $rédbtonka. Autorka opisata role receptoréw
TLR4 oraz szlaku sygnalizacyjnego NF-xB w tym procesie, co ma wazne implikacje zaréwno
dla podstawowych badan nad fizjologig komérek s$rodbtonka, jak i dla zrozumienia
patogenezy choréb uktadu sercowo-naczyniowego. Nalezy podkresli¢, ze wiekszosé
prezentowanych wynikow zostata juz opublikow:ana.

Bioragc pod uwage merytoryczng i innowacyjng warto$¢ pracy, znaczenie
przeprowadzonych badan, roznorodno$é doswiadczern i analiz a takze umiejetnosc
prezentowania i dyskutowania wynikéw, uwazam ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska speinia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r- poz. 742 z p6zn. zm.). Oceniana rozprawa
doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, prezentuje og6ing wiedze
teoretyczng i dobrg znajomoscig literatury przedmiotu Autorki a takze wskazuje na jej
umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. W zwigzku z powyzszym,
wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Dos$wiadczalnej o dopuszczenie mgr
Agnieszki Kingi Seligi do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora i
o wyréznienie pracy doktorskiej stosowng nagroda.
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Krakéw, 19.08.2024

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Kingi Seliga pt. ,Udziat kwasu palmitynowego w
regulacji wytwarzania czynnika von Willebranda przez ludzkie komérki srédbtonka (HUVEC): rola

TLR4 i NF-xB”

Przedfozona do recenzji praca doktorska porusza niezwykle istotne aspekty dotyczace mechanizméw
rozwoju dysfunkcji srédbtonka naczyniowego zwigzane z niekorzystnymi dla zdrowia skutkami
zwigkszonego stezenia kwaséw ttuszczowych we krwi krazacej, ktére jest skutkiem ich uwalniania z
nadmiernej ilosci nagromadzonej tkanki ttuszczowej, jak i moze wynikaé z niewtasciwej diety. W
szczegdlnosci, Doktorantka zogniskowata swoje doswiadczenia na zbadaniu zaleznoéci pomiedzy
zwigkszeniem stgzenia kwasu palmitynowego (PA) i zwiekszeniem wydzielaniem czynnika von
Willebranda (vWF) przez komarki $rodbtonka naczyniowego (linia HUVEC), co $wiadczy o zmianie
fenotypu komérek srédbtonka na pro-zakrzepowy. Doktorantka podjeta takze prébe zbadania
mechanizmdw, ktore sg odpowiedzialne za zwiekszone uwalnianie VWF w odpowiedzi na zwigkszone
stezenie PA. Praca doktorska zostata przygotowana pod kierunkiem Pani prof. dr hab. Joanny

Bandorowicz-Pikuta.

Oceniana praca skfada sie z nastepujacych gtéwnych czesci: Wstep, Materialy i Metody, Wyniki i
Dyskusja, a zatgczona Bibliografia zawiera 338 pozycji literaturowych. Zaréwno Wstep jak i Dyskusja
wskazujg, ze Doktorantka posiada dobrze ugruntowang i szeroka wiedze teoretyczng z zakresu
dziedziny, w ramach ktérej prowadzita badania, w stopniu odpowiednim dla osoby ubiegajgcej sie o
nadanie stopnia doktora. We Wstepie Doktorantka w sposéb zrozumiaty i zwiezly dokonata przegladu
literatury naukowej w sposéb umozliwiajacy czytajgcemu péiniejsze zrozumienie zaréwno celu
przeprowadzonych badan, jak i pozwalajgcy na interpretacje otrzymanych wynikéw, oraz éledzenie
poszczegbinych watkow dyskusji. W wystepujacej we Wstepie Tabeli 1 na str. 15 warto bytoby dodaé,
ze TGFP wykazuje wiasciwosci pro-zakrzepowe, gdyz indukuje ekspresje genu i sekrecje biatka PAI1
przez komorki (https://doi.org/10.1016/51286-4579(99)00259-2). Ponadto, warto bytoby podaé we
Wstepie krétkie informacje dotyczace poznanych do tej pory $ciezek sygnatowych regulujacych
ekspresje czynnika VWF, ktére Doktorantka pézniej badata (tj. zalezne of czynnikéw transkrypcyjnych
ERG i GATA3; Rycina 15), oraz informacje dotyczace mechanizméw wydzielania VWF, ktére moga by¢
zalezne od aktywacji autofagii, a ktére réwniez byly przez Doktorantke obszernie badane (Ryciny 20,
21,22,23).



W czgsci obejmujgcej swym zakresem Materiaty i Metody Doktorantka wyczerpujaco, obszernie i
zrozumiale przedstawita wachlarz metod, ktdre zastosowata do realizacji celéw naukowych swojej
pracy doktorskiej. Obejmujg one m. in. metodyke prowadzenia hodowli komérkowej, wyciszanie
ekspresji gendw z zastosowaniem techniki siRNA, oznaczanie poziomu biatek technikg Western blot

czy pomiar aktywnosci metaloproteinaz metoda zymografii.

Czesc obejmujgca Wyniki jest najbardziej obszerna i liczy 37 stron, na ktérych jest zamieszczonych
tacznie 32 Ryciny. Doktorantka rozpoczeta te czes$é rozprawy doktorskiej od przedstawienia wynikéw
na podstawie kt6rych zostaty wybrane optymalne warunki traktowania komdrek érédbtonka PA
(Ryciny 8 i 9). Nastepnie Doktorantka przeszta do przedstawienia wynikéw wskazujacych, ze PA nasila
ekspresje genu vWF (Rycina 10), a takze zwieksza wydzielanie dojrzatej formy vWF z komérek (Ryciny
11 12). W kolejnym etapie Doktorantka zaprezentowata wyniki badar dotyczace mechanizmow
regulujgcych wydzielanie vWF pod wptywem PA, ktére okazafo sie nie by¢ zaleine od czynnikéw
transkrypcyjnych ERG i GATA3 (Rycina 15), aktywacji furyny (Ryciny 16, 17, 18, 19), aktywacji
autofagii (Ryciny 20, 21, 22, 23), organizacji cytoszkieletu aktynowego i dystrybucji WPBs w
komérkach (Rycina 24) i wytwarzania innych niz vWF biatek wchodzacych w sktad WPBs (Rycina 25).
Zatem w poszukiwaniu mechanizmu odpowiedzialnego za zwiekszone wydzielanie vWF pod
wptywem PA Doktorantka zbadata i potwierdzita udziat éciezki sygnatowej zaleinej od czynnika
transkrypcyjnego NF-kB (Ryciny 26, 27, 28, 29). Na koniec, Doktorantka podjeta udana prébe
identyfikacji, ktéry z receptoréw TLR jest zaangazowany w aktywacje czynnika transkrypcyjnego NF-
KB przez PA i wykazata Ze jest to receptor TLR4 (Ryciny 30, 31, 32, 33, 34, 35). Na uznanie zastuguje
fakt, ze Doktorantce udato sie wykazac istnienie efektu kompensacyjnego pomiedzy receptorami
TLR2 i TLR4: zahamowanie aktywacji receptora TLR2 prowadzito do zwigkszenia aktywacji receptora
TLR4 poprzez zwigkszenie ekspresji jego genu i poziomu biatka przy zastosowaniu techniki wyciszania
ekspresji gendw TLR2 i TLR4 z wykorzystaniem odpowiednich siRNA (Ryciny 36, 37, 39). Po dogtebnej
analizie wvnikéw, Recenzentka chciataby uzyskaé¢ odpowiedzi na nastepujace pytania: (1) Na str. 49
(Rycina 8) przedstawiono wyniki dotyczace poziomu biatek adhezyjnych ICAM-1 i VCAM-1:
reprezentatywne wyniki Western blot, oraz ich analize densytometryczna w przypadku inkubagji
komodrek z PA (100 uM i 200 uM) po czasie: 6 godzin, 24 godziny i 48 godzin. Czy w przypadku zdjecia
przedstawiajgcego sygnat chemiluminescencyjny dla VCAM-1 istotnie byta mozliwa analiza
densytometryczna w wiekszosci bardzo stabo widocznych na zdjeciu prazkéw pozwalajaca na
wiarygodne wyznaczenie réznic, ktére oznaczone sg jako statystycznie istotne na wykresie VCAM-1;
200 uM PA w punktach czasowych 6 godzin i 24 godziny i na wykresie VCAM-1; 100 pM PA w punkcie
czasowym 6 godzin? (2) Jesli chodzi o Rycine 11, str. 52, wykres vWFpp, Recenzentka chciataby

zapytac czym podyktowanla jest rozna ilos¢ powtérzer doswiadczenia dla dawki 200 uM PA (n=6) w



poréwnaniu do dawki 100 uM PA {n=3)? Czy moze by¢ tak, Zze to dwukrotnie wieksza ilos¢ powtdrzen
dla dawki 200 uM (n=6) zdecydowata o wystgpieniu istotnosci statystycznej, a mniejsza iloéé
powtdrzeri (n=3) spowodowata brak istotnosci statystycznej dla dawki 100 pM mimo wyraznie
widocznej tendencji? (3) Na str. 53 (Rycina 12) przedstawiono wptyw PA na stezenie VWF
wydzielonego z komérek srédbtonka. Czy prébki z grup: podstawowe i 1 uM histamina oraz DMSO i
10 uM forskolina byly zbierane z tych samych doswiadczen i mierzone réwnoczesnie? Jedli tak,
interesujace bytoby takze np. poréwnanie wplywu samego PA w danej dawce i PA w tej dawce po
aktywacji komdrek histaming lub forskoling (np. 200 uM PA vs 200 uM PA + histamina). {4) Na str. 54
(Rycina 13) przedstawiono reprezentatywne zdjecie poziomu dojrzatej formy VWF jak i formy vWFpp.
Doktorantka pisze ze ,,... po inkubacji w obecnosci PA, jak i po dodatkowej stymulacji komérek
histaming zwigkszona jest jedynie ilo$é vVWFpp...”. Warto bytoby zamiesci¢ tutaj takze dane ilociowe
(wykres). (5) Do Ryciny 19 na str. 60 takze warto byloby dotaczy¢ wykres. (6) Na str. 74 Doktorantka
pisze: , Peptydoglikan powoduje zwigkszenie ekspresji genu TNF zaréwno w komérkach kontrolnych
inkubowanych z BSA, jak i inkubowanych z PA {Rycina 31)”. Nie ma zaznaczonych na wykresie
odpowiadajgcych temu stwierdzeniu istotnosci statystycznych.

Dyskusja otrzymanych wynikéw zostata podzielona na trzy czesci. W pierwszej czesci Doktorantka
dokonata interpretacji uzyskanych przez siebie wynikéw dotyczacych wptywu PA na komorki
srodbtonka i wydzielanie vWF w oparciu o dostepng literature naukowa w kontekscie wynikéw
uzyskanych przez innych badaczy w innych modelach badawczych np. cukrzyca typu Il. W tej czesci
Doktorantka podkreslita, ze jako pierwsza, w sposéb kompleksowy i w tych samych warunkach
doswiadczalnych, wykazata ze PA zwieksza wydzielanie vWF z komérek $rédblonka poprzez
zwigkszenie transkrypcji genu VWF, czego skutkiem jest zwigkszenie iloci dojrzewajgcego vWF i jego
zwigkszone wydzielanie przez komorki. Zatem w warunkach zwiekszenia stezenia PA dochodzi do
powstania srodowiska sprzyjajacego tworzeniu zakrzepdw, co, w potaczeniu z wyiszym poziomem
molekut adhezyjnych w komérkach srédbtonka, doskonale odzwierciedla mechanizmy rozwoju stanu
zapalnego i aktywacji $rédbtonka naczyniowego, potaczone ze zwiekszonym ryzykiem powstania
zakrzepow, ktdre sg obserwowane in vivo. Na uwage zastuguje takze wplyw PA na autofagie w tak
zmienionych zapalnie (wyiszy poziom ICAM-1, VCAM-1, wiece] wydzielanego vWF) komérkach
srodbtonka. Paradoksalnie, biatka bedgce markerami aktywacji autofagii wskazuja na mniejsza
aktywacje autofagii dla PA w dawce 200 uM w poréwnaniu z wplywem PA w dawece 100 pM. Biorac
pod uwage fakt, ze aktywacja autogafii jest mechanizmem obronnym komérek w warunkach stanu

zapalnego (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3425450/), dawkozalezne zahamowanie

aktywacji autofagii w odpowiedzi na PA (200 uM w poréwnaniu do 100 uM PA, Rycina 22 i 23)
potwierdza uzyskane przez Doktorantke wyniki wskazujace ze PA w stezeniu 200 pM bardziej

indukuje stan zapalny srédbtonka naczyniowego (zwigkszenie poziomu VCAM-1 i ICAM-1, Rycina 8) i



jego fenotyp prozakrzepowy (zwiekszone wydzielanie VWF, Rycina 12) w poréwnaniu z PA w stezeniu
100 pM.

W drugiej czesci Dyskusji Doktorantka, w oparciu o dane literaturowe, oméwita mechanizmy indukgji
ekspresji genu VWF i zwigkszonego wydzielania vWF w odpowiedzi na PA zalezne od czynnika
transkrypcyjnego NF-kB, oraz wiodaca role receptora TLR4 w tym procesie. Na podkreélenie zastuguje
fakt, ze jedynie 200 uM PA prowadzit do aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB poprzez tzw.
Sciezke kanoniczng. Jednoczesnie wiasnie to stezenie PA indukowato wyzszy poziom molekut
adhezyjnych VCAM-1 i ICAM-1, nasilato ekspresje, dojrzewanie i wydzielanie vVWF i hamowato
autofagie, co mozna interpretowac jako zahamowanie istotnego mechanizmu obronnego komérek
$rddblonka. Natomiast przypuszczalna aktywacja NF-kB przez $ciezke alternatywna mogta by¢,
zdaniem Doktorantki, odpowiedzialna na za zwiekszenie ekspresji genu VWF przez 100 uM PA (Rycina
10), co jednak nie prowadzito do istotnego zwiekszenia wydzielania vVWF z komérek (Rycina 12), a
fenotyp prozapalny komérek srédbtonka miat jedynie charakter przejéciowy (poziom VCAM-1 byt
wyzszy tylko po 6 godzinach, Rycina 8).

Jesli chodzi o trzecig czes¢ Dyskusji, na podkreslenie zastuguje trafna interpretacja wynikow przez
Doktorantke, ze w warunkach zahamowania aktywnosci TLR2 dochodzi do kompensacyjnej aktywacji
TLR4, niezaleznie od aktywacji TLR4 przez PA: obnizenie zawartosci biatka receptora TLR2 skutkuje
zwigkszeniem zawartosci biatka receptora TLR2, a wyciszenie ekspresji TLR4 jest zwigzane ze
wzrostem zawartosci biatka TLR2. Zdaniem Doktorantki, ten efekt kompensacyjny moze byé m.in.

zwigzany ze zmianami w stabilnosci ekspresji genéw poprzez stabilizacje mRNA.

Podsumowujac, Pani Magister Agnieszka Kinga Seliga w przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej
wykazata, ze PA zwigksza wydzielanie VWF poprzez zwigkszenie ekspresji genu VWF i przyspieszenie
dojrzewania VWF w sposéb zalezny od aktywacji $ciezki sygnatowej zaleznej od NF-kB i aktywacji
receptora TLR4, a pomigdzy receptorami TLR4 i TLR2 wystepuje zjawisko kompensacji. Najwazniejsze
wyniki zawarte w niniejszej rozprawie doktorskiej s3 przedstawione schematycznie na Rycinie 40.
Wyniki zawarte w pracy doktorskiej zostaty opublikowane w pracy eksperymentainej: ” Palmitate
Stimulates Expression of the von Willebrand Factor and Modulates Toll-like Receptors Level and
Activity in Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs)” w czasopiémie: International Journal of
Molecular Sciences (140 punktéw ministerialnych, IF= 4,9; Q2 (wg. bazy Web of Science)). Na
podstawie przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej, ktéra wnosi znaczacy wkiad w poznanie
mechanizméw rozwoju dysfunkcji srédbtonka naczyniowego indukowanej zwiekszonym stezeniem
PA uwazam, ze Pani Magister Agnieszka Kinga Seliga wykazuje umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej, analizowania literatury naukowej pod katem prowadzonych badan,

planowania i wykonywania do$wiadczen, oraz wyciagania odpowiednich wnioskéw.



Znaczgcej wartosci naukowej przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej nie umniejszajg drobne
btedy jezykowe (np. str. 3: ,Abstract” zamiast , Abstrakt”) czy skréty myslowe (np. ,plytki (....)
wydzielajg ziarnistosci zawierajgce rézne czynniki prozakrzepowe” zamiast ,,plytki (....) wydzielaja
zawartosc ziarnistosci zawierajacych rézne czynniki prozakrzepowe”), brak wyjasnienia niektérych
zastosowanych w rozprawie doktorskiej skrétéw (np. ATG czy ERG), czy pomytki edytorskie (tj.
nieprawidtowo podany nr ryciny na str. 97: Rycina 32 nie przedstawia hamujgcego wptywu

kardamoniny na indukowang PA zwigkszona ekspresje genu VWF; chodzi zapewne o Rycine 28).

Zatem uwazam, ze rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 z pézn. zm.). W zwigzku z
powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej o dopuszczenie mgr

Agnieszki Kingi Seliga do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania stopnia doktora”.

dr hab. Marta Smeda
) gt r‘,ﬂl { AL .
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Recenzja rozprawy doktorskiej

»Udziat kwasu palmitynowego w regulacji wytwarzania czynnika von Willebranda przez ludzkie
komorki srodbtonka (HUVEC): rola TLR4 i NF-kB”

autorstwa mgr Agnieszki Seligi

Praca doktorska pani mgr Agnieszki Seligi wykonana zostata w Pracowni Metabolizmu Komarki
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN pod kierunkiem dr hab. Joanny Bandorowicz-

Pikuty, prof. Instytutu Nenckiego.

Nadmierna masa ciata oraz zwigzane z nig zaburzenia nalezg do waznych aktualnych problemoéw
medycznych, ekonomicznych, spotecznych i psychologicznych. Mimo podejmowanych od lat préb
prowadzenia powszechnej edukacji prozdrowotnej i zywieniowej dotyczacej negatywnych dla zdrowia
konsekwencji nadmiernej masy ciata, zapadalnos¢ na otytos¢ i choroby z nig zwigzane jest coraz
wieksza. Nie dziwi zatem determinacja naukowcéw w dazeniu do poznania mechanizméw wigzacych
otytosé z jej powiktaniami, a zwtaszcza z zaburzeniami funkcji uktadu naczyniowego i hemostazy. Tylko
w ciggu ostatnich trzech lat ukazato sie prawie 800 publikacji na ten temat i nalezy sie spodziewaé, ze
nie straci on na popularnosci mimo rewolucji w leczeniu otytosci, za jakg nalezy uzna¢ wprowadzenie
na rynek analogdéw glukagonopodobnego peptydu-1 (GLP-1) i polipeptydu insulinotropowego

ul. Banacha 1B katarzyna.koziak@wum.edu.pl
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zaleznego od glukozy (GIP). Korzysci kliniczne zwigzane z ich stosowaniem wykraczajg poza regulacje
gospodarki weglowodanowej i prawdopodobnie majg zwigzek m. in. z obecnoscig receptoréw dla obu

tych peptydéw w komadrkach srédbtonka.

Podjete przez Doktorantke prace wykonane zostaty w ramach projektu finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki (OPUS12, 2016/23/B/NZ3/0311 , Aneksyny jako znaczniki nieprawidtowego
funkcjonowania srédbtonka naczyniowego w warunkach insulinoopornosci indukowanej in vitro”) i
doskonale wpisujg sie one w nurt badan nad znaczeniem otytosci dla rozwoju zaburze hemostazy i

ryzyka choréb uktadu sercowo-naczyniowego.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska to bardzo obszerna, 130-stronicowa monografia
napisana w jezyku polskim i podzielona na typowe dla tego typu dysertacji rozdziaty. Sg to: Streszczenie
w jezyku polskim i angielskim, Wstep, Zatozenia i cele pracy, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja,
Podsumowanie i wnioski, Bibliografia oraz Lista publikacji Autorki. Cata rozprawa jest bogato
ilustrowana: kilkadziesigt rycin i oraz zawarte w pracy tabele bardzo utatwiajg podazanie za tokiem
rozumowania Doktorantki. Rozprawa zostata przygotowana bardzo starannie i napisana poprawnym

jezykiem polskim.

W dobrze przygotowanym, teoretycznym wstepie do rozprawy, Doktorantka zawarta siedem
podrozdziatéw stanowigcych pogiebione wprowadzenie do tematyki pracy. Opisata w nich
wspotczesne poglady dotyczgce nieprawidtowosci w funkcjonowaniu sSrédbtonka zwigzane z otytoscia,
role czynnika von Willebranda w utrzymaniu hemostazy, a takie patofizjologiczng role kwasu
palmitynowego w rozwoju chordb metabolicznych i choréb uktadu sercowo-naczyniowego. Ponadto,
we Wstepie przedstawiona zostata zwiezta charakterystyka receptoréw Toll-like (TLR) i czynnika
transkrypcyjnego NF-kB. Wstep do rozprawy przygotowany zostat w sposdb umozliwiajacy
zrozumienie genezy i celu pracy. Doktorantka zwrdécita uwage na brak danych literaturowych, ktére
pozwolityby wyjasnié, dlaczego u oséb z otytoscig stwierdza sie podwyzszone stezenia czynnika von
Willebranda. Do uzyskania odpowiedzi na to pytanie miaty doprowadzi¢ zaplanowane przez nig
eksperymenty. Ich celem byto scharakteryzowanie wptywu kwasu palmitynowego na wytwarzanie i
wydzielanie czynnika von Willebranda przez komorki srdodbtonka i okreslenie mechanizmu
obserwowanych zjawisk, w tym zbadanie sciezki sygnatowej NF-kB oraz wybranych receptoréw TLR w

komoérkach HUVEC.

Rozdziat Materiaty i Metody zawiera szczegdtowy opis metodyki badan komodrkowych i

przeprowadzonych pomiardw. Przyjeta przez Doktorantke metodologia badawcza jest opisana w



sposéb jasny i pozwalajgcy na zrozumienie dokonanego wyboru technik. Na podkreslenie zastuguje
szeroki wachlarz metod badawczych swiadczacy o doskonatych umiejetnosciach laboratoryjnych pani
mgr Agnieszki Seligi. Wyciszanie gendw metoda transfekcji siRNA, zymografia, badanie ekspresji genéw
i analiza zawartosci biatek metodg Western blot i immunocytochemiczng to tylko niektdre z technik

wykorzystane przez Doktorantke dla osiggniecia zatozonych celdw.

Kluczowym elementem rozprawy sg wyniki, ktére sg imponujace. Krytyczne oméwienie tej czesci pracy
utatwia ich opublikowanie w artykule, ktéry w grudniu 2023 r. ukazat sie w czasopismie International
Journal of Molecular Sciences (IF 4,9): ,Palmitate Stimulates Expression of the von Willebrand Factor
and Modulates Toll-like Receptors Level and Activity in Human Umbilical Vein Endothelial Cells
(HUVECs)” (Seliga AK, Zabtocki K, Bandorowicz-Pikuta J). Modelem eksperymentalnym wykorzystanym
w pracy sg ludzkie komérki sréddbtonka izolowane zyty pepowinowej (HUVEC) poddane dziataniu kwasu
palmitynowego w stezeniu, ktére nie wptywa na przezywalnos¢ komdrek, natomiast powoduje
zwiekszenie ilosci biatek adhezyjnych ICAM-1 i VCAM-1. Doktorantka wykazata, ze ekspozycja komodrek
na dziatanie kwasu palmitynowego powoduje zwiekszenie ekspresji genu VWF, wzrost ilosci biatka,
nasilenie jego dojrzewania i wydzielania. W kolejnych eksperymentach, ktérych celem byto wskazanie
mechanizmu lezgcego u podstawy odkrytego zjawiska, Autorka wykazata, ze obserwowane
zwiekszenie ekspresji genu VWF nie korelowato ani z ekspresjg czynnikow transkrypcyjnych ERG i
GATA3, o ktérych wiadomo, ze mogg by¢ zaangazowane w ten proces, ani z ekspresjg genu i
zawartosciag w komodrce furyny - enzymu uczestniczacego w procesie dojrzewania czynnika von
Willebranda. Nie stwierdzita tez jednoznacznie wptywu kwasu palmitynowego na autofagie, ktéra
zwigzana jest z dojrzewaniem i wydzielaniem czynnika von Willebranda i nie wykazata zmian
architektury cytoszkieletu, ktére mogtyby wptywaé na przemieszczanie sie i wydzielanie ciatek Weibel-
Palade’a, w ktérych magazynowany jest czynnika von Willebranda. Natomiast uzyskane przez panig
mgr Agnieszke Selige wyniki potwierdzity obserwacje zinnych modeli komérkowych, zgodnie z ktérymi
kwas palmitynowy moze aktywowac $ciezke sygnatowg NF-kB i prowadzi¢ do zmian w ilosci zwigzanych
z tg Sciezkg receptoréw TRL. Doktorantka jako pierwsza ujawnita istnienie zjawiska kompensacji
pomiedzy TLR2 a TLR4 i cho¢ wyjasnienie jego podstaw biochemicznych wymaga dalszych badan, to

juz teraz mozna przypuszczaé, ze moze to prowadzi¢ do zaburzenia odpowiedzi zapalnej.

Wszystkie uzyskane wyniki zostaty poddane dogtebnej i dojrzatej dyskusji. Jej lektura wskazuje na
dobrg znajomos¢ zagadnien zwigzanych z tematyka pracy i zdolnos$¢ do krytycznej analizy wtasnych

obserwacji w oparciu o dane literaturowe.



Podsumowanie i wnioski koricowe to sekcja rozprawy, w ktdrej Autorka przedstawita prawdopodobny
mechanizm, w jakim kwas palmitynowy juz w stezeniu tylko nieznacznie przewyzszajagcym wartosci

normalne, zwieksza wytwarzanie i wydzielanie czynnika von Willebranda przez komérki HUVEC.
Ostatnim rozdziatem rozprawy doktorskiej jest obfita, zawierajgca 338 pozycji bibliografia.

W trakcie lektury rozprawy nasuneto mi sie kilka pytan i uwag do Autorki. 1) Czy w hodowlach
komodrkowych wykorzystywane byty komorki pochodzace od jednego dawcy czy komdrki spulowane
od kilku dawcéw? W literaturze opisywany jest wptyw ptci na odpowiedz komdrek HUVEC, m. in.
autofagie czy wrazliwo$é na czynniki apoptotyczne. Czy ten aspekt brany byt pod uwage podczas
analizy wynikow? 2) W zesztym roku ukazata sie metaanaliza ujawniajaca korzystny wptywu utraty
masy ciata na poziom biomarkerédw funkcji srédbtonka, w tym E- ICAM-1 i VCAM-1 czyli biatek
adhezyjnych, ktdrych ilos¢ zwieksza sie pod wptywem kwasu palmitynowego. Nie wykazano jednak
znaczgcego wptywu redukcji masy ciata na poziom czynnika von Willebranda. Jak mozna bytoby
wyjasni¢ te obserwacje? (“Effects of dietary-based weight loss interventions on biomarkers of
endothelial function: a systematic review and meta-analysis” European Journal of Clinical Nutrition;
77, 10, 927, Oct 2023). 3) Statyny nalezg do grupy lekéw czesto stosowanych u chorych z otytoscia.
Wiadomo, ze plejotropowe dziatanie statyn obejmuje takze hamowanie ekspresji receptora TRL4 i
spadek poziomu czynnika von Willebranda. Jak mozna sie odnies¢ do tych danych majac na uwadze

wyniki przedstawione w rozprawie doktorskie;j?

Podsumowujac, rozprawa doktorska pani mgr Agnieszki Seligi jest bardzo dobrym opracowaniem
oryginalnego problemu badawczego. Dbatos¢ o wnikliwg i rzetelng prezentacje, interpretacje i
dyskusje wynikow badania, a takze umiejetnos$¢ pisania tekstéw naukowych .Dzieki dociekliwosci
badawczej Doktorantki, jej przygotowaniu warsztatowemu pozwalajgcemu na zaplanowanie i
przeprowadzenie eksperymentéw z wiasciwie dobrang metodyka, udato jej sie wypetni¢ luke w
badaniach dotyczgcych mechanizmdéw wigzacych dysfunkcje komdrek srédbtonka ze zwiekszonym

stezeniem kwaséw ttuszczowych stwierdzanym w przebiegu otytosci.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia wszystkie wymaganiami
art.187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U. z 2018 poz.
1668 z pdin. zm.) i wnosze do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej PAN o dopuszczenie
pani mgr Agnieszki Seligi do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na wysoki poziom

merytoryczny przedstawionej rozprawy wnioskuje o jej wyrdznienie.
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