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1. Tematyka rozprawy

Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy zagadnień istotnych dla rozwoju dyscypliny nauki
biologiczne. Oceniana rozprawa doktorska koncentruje się na badaniu odpowiedzi metabolicznej
ludzkich komórek śródbłonka aorty (HAEC) wywołanej silnym induktorem zapalnym — bakteryjnym
lipopolisacharydem (LPS) oraz na wpływie enzymu N-metylotransferazy nikotynoamidowej
(NNMT) na tą odpowiedź. Podstawowym celem pracy było zrozumienie molekularnych/
biochemicznych mechanizmów zmian, szczególnie w metabolizmie  energetycznym/
mitochondrialnym komórek śródbłonka, wywołanych przez LPS w warunkach stanu zapalnego bez
pogorszenia przeżywalności komórek, w odniesieniu do zmian w ilości/aktywności NNMT. Badania
miały na celu sprawdzenie, jak obecność badanej metylotransferazy wpływa nate procesy, a także
ocenienie, jak wyciszenie genu kodującego ten enzym może wpłynąć na inne aspekty komórkowe,
niezwiązane bezpośrednio z przemianami energetycznymi. W szerszym aspekcie, badania te są
ważne dla lepszego zrozumienia mechanizmów zapalnychi ich regulacji, co może mieć znaczenie
aplikacyjne w kontekście chorób zapalnych, takich jak sepsa.

2. Wiedza kandydatki

Przedłożona rozprawa doktorska, poświęcona analizie roli NNMT w odpowiedzi metabolicznej
komórek śródbłonka hodowanych w obecności LPS, świadczy o solidnym warsztacie badawczym i

zrozumieniu zagadnień z dziedziny biologii komórkowej/biochemii jej autorki. Lektura rozprawy
wskazuje na dużą wiedzę Kandydatkioroli śródbłonka naczyniowego w odpowiedzi zapalneji jego

"mechanizmów ochronnych przed patogenami, w tym bakteryjnym LPS. Praca odnosi się do
aktualnych badań naukowych dotyczących funkcji śródbłonka, procesów zapalnych oraz
metabolizmu komórkowego, a także omawia rolę metylotransferazy NNMT w tych procesach, co
jest stosunkowo mało znane w literaturze. We wprowadzającej części pracy, Autorka przedstawiła
szeroki kontekst teoretyczny, umiejętnie porządkując dostępne dane literaturowe i wskazując
problemy badawcze, które zamierza rozwiązać. W dalszych częściach rozprawy poddała
szczegółoweji krytycznej analizie uzyskane wyniki, które umiejętnie przedyskutowała w oparciu o
dostępne dane literaturowe. Świadczy to, że mgr Oksana Stępińska nie tylko kompetentnie
posługuje się technikami eksperymentalnymi (takimi jak, detekcja białek metodą Western blot,
pomiary fluorymetryczne produkcji reaktywnych form tlenu, potencjału błonowego,
pojemnościowego napływu wapnia, oznaczanie metabolitów metodą HPLC-MS, pomiar szybkości
zużycia tlenu czy wyciszanie genu) ale również rozumie podstawy teoretyczne potrzebne do ich
zastosowania.
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Podsumowując, oceniana rozprawa prezentuje dużą wiedzę teoretyczną Kandydatki z
zakresu biologii komórkowej i biochemii, co stanowi podstawę do ubiegania się o stopień doktora
w dyscyplinie nauk biologicznych.

3. Samodzielność kandydatki

Przedłożona rozprawa doktorska wskazuje, że mgr Oksana Stępińska posiada umiejętność
samodzielnego prowadzenia badań naukowych. Obok wcześniej opisanej wiedzy Kandydatki w
obszarze biologii śródbłonka naczyniowego, stanu zapalnego czy roli metylotransferazy NNMT,
wskazują nato także jej umiejętność projektowania eksperymentów a także umiejętność krytycznej
ich analizy, konfrontacji własnych wyników z literaturą naukową czy wskazania luk w
dotychczasowych badaniach. Kandydatka nie tylko kompetentnie używa dostępne narzędzia
badawcze, lecz także umie korzystać z nabytej wiedzy, co jest kluczowe dla samodzielnej pracy
naukowej.

Podsumowując, oceniana rozprawa doktorska dowodzi, że mgr Oksana Stępińska potrafi
samodzielnie prowadzić badania naukowe, począwszy od projektowania eksperymentów, przez
wykonanie badań, aż po analizę i interpretację wyników.

4. Oryginalność rozprawy

Oryginalność ocenianej pracy doktorskiej polega na nowym podejściu do zrozumienia roli LPS w
indukowaniu odpowiedzi zapalnej w komórkach śródbłonka z uwzględnieniem parametrów
metabolicznych, szczególnie związanych z mitochondriami i energetyką komórkową, w odniesieniu

do obecności metylotransferazy NNMT. Badania opisane w pracy poszerzają dotychczasową
wiedzę w zakresie biologii komórek śródbłonka oraz wnoszą nowe spostrzeżenia dotyczące
mechanizmów adaptacyjnych, które mogą występować w odpowiedzi na stres zapalny, jak również
wskazują na potencjalną rolę enzymu NNMT w tym procesie. Część przedstawionych wyników
została już opublikowana w International Journal of Biochemistry and Cell Biology (2022) a
Kandydatka jest w tej publikacji pierwszym autorem.

Oryginalność ocenianej rozprawy można ująćwkilku aspektach:
1. Opisanie zmian w sieci mitochondrialnej komórek śródbłonka wywoływanych przez LPS —

Przedstawione badania wykazały, że LPS indukuje przejściową fragmentację sieci
mitochondrialnej oraz zmianę lokalizacji mitochondriów na okołojądrową, co nie było wcześniej
szeroko badane w kontekście odpowiedzi zapalnej wywołanej przez LPS w komórkach
śródbłonka. Odwracalność tych zmian po dłuższej inkubacji komórek w obecności LPS
sugeruje, że mitochondria poprzez zmianę swojej dynamiki mogą uczestniczyć w
mechanizmach adaptacyjnych komórek w odpowiedzi na LPS.

2. Dostarczenie _nowych_informacji na temat_wpływu LPS na metabolizm energetyczny
komórek śródbłonka — Kandydatka opisała przejściowe zmiany w metabolizmie energetycznym
komórek śródbłonka wywołane przez LPS widoczne jako obniżenie oddychania
mitochondrialnego, zmniejszenie zawartości metabolitów glikolizy, cyklu kwasów
trikarboksylowych i mleczanu. Wycofywanie się/odwracalność tych zmian po 24 godzinach
inkubacji z LPS wskazuje na adaptację metabolizmu energetycznego do długotrwałego stanu
zapalnego.

3. Po_raz_pierwszy opisanie potencjalnej roli_metylotransferazy_ NNMT_ w_ odpowiedzi
metabolicznej komórek śródbłonka na stres_wywołany przez LPS — Jednym z najbardziej
oryginalnych aspektów pracy jest zidentyfikowanie i zbadanie roli metylotransferazy NNMT w
odpowiedzi komórek śródbłonka na LPS. Odkrycie, że LPS prowadzi do zwiększenia poziomu
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NNMT w komórkach śródbłonka oraz fakt, że wyciszenie genu kodującego NNMT wpływa na
wiele aspektów odpowiedzi komórek na LPS, w tym stres oksydacyjny, dynamikę
mitochondriów, metabolizm energetycznyi regulację poziomu wapnia, ma istotne znaczenie w
badaniach nad odpowiedzią zapalną. Co ciekawe, w komórkach śródbłonka z wyciszonym
genem NNMTi traktowanych LPS obserwowano także zmianę profilu białek związanych z
autofagią i adaptacyjnym mechanizmem odpowiedzi na stres UPR oraz ograniczenie tworzenia
się organelli o odczynie kwaśnym. Bardzo ważna jest obserwacja, że wyciszenie genu NNMT
może łagodzić niektóre elementy odpowiedzi komórek śródbłonka na stres wywołany przez
LPS lub przyspieszać powrót do stanu sprzed jego indukcji. Przedstawione wyniki wskazują, że
metylotransferaza NNMT, jako enzym wpływający na metylację białek i regulację metabolizmu,
stanowi istotny element reakcji komórek śródbłonka na LPS, przynajmniej w kontekście
metabolizmu energetycznego.

W pracy Kandydatka zaproponowała, że w przyszłości farmakologiczna modulacja
aktywności NNMT mogłaby prowadzić do złagodzenia niektórych zmian metabolicznych
związanych z odpowiedzią na LPS, w tym do zmniejszania negatywnych skutków związanych
ze stanem zapalnym. Badania nad inhibicją NNMT mogłyby w przyszłości prowadzić do
opracowania nowych strategii terapeutycznych w leczeniu stanów zapalnych, w tym sepsy, co
ma istotne znaczenie aplikacyjne.

Podsumowując, oceniana rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwiązanie problemu
badawczego jakim jest opisanie wpływu LPS na komórki śródbłonka, szczególnie w kontekście ich
metabolizmu energetycznego, udziału metylotransferazy NNMT w odpowiedzi zapalnej oraz

wpływu tych procesów na funkcjonowanie komórek. Badania te mogą mieć znaczenie zarówno w
kontekście podstawowych badań nad mechanizmami zapalenia, jak i potencjalnych aplikacji
terapeutycznych.

5. Pytania i/lub uwagi krytyczne, na które recenzent oczekuje odpowiedzi w czasie
obrony:

1. Metodologia. Brakuje informacji o stężeniu jonów magnezu i wapnia w roztworze PBS
zawierającym te jony. Brakuje opisu metody pomiaru przeżywalności komórek z użyciem
cytometru przepływowego (wyniki przedstawione na Rys. 4.2).

2. Punkt 3.12, str. 92. Zużycie tlenu w obecności oligomycyny, inaczej przeciek H* lub zużycie
tlenu nie związane z syntezą ATP to nie „minimalna konsumpcja tlenu” czy „minimalne
oddychanie mitochondrialne”. Dlaczego do pomiaru zużycia tlenu przez komórki śródbłonka
przy użyciu aparatu Seahorse użyto m.in. glukozę w stężeniu 10 mM czyli prawie dwukrotnie
większym niż fizjologiczne i stosowane w hodowli komórek HAEC? Czy wyniki z pomiaru
oddychania tym aparatem były przeliczane na mg białka?

3. Rys. 4.7. i 4.28. Pokazano tylko zmiany % względem kontroli oddychania podstawowego,
oddychania w obecności oligomycyny i CCCP (Rys. 4.7) lub zmiany zapasowej pojemności
oddechowej i wydajności sprzęgania mitochondriów (Rys. 4.28). Dla dokładniejszej analizy, np.
oceny oddychania związanego z syntezą ATP, przeciekiem H* czy rezerwą oddechową(Rys.
4.7) powinny być pokazane pomiary wyjściowe (szybkość oddychania podstawowego,
oddychania w obecności oligomycynyi CCCP).

4. Oddychanie beztlenowe oceniano poprzez oznaczenie poziomu mleczanu we frakcji
komórkowej (z pominięciem frakcji pozakomórkowej). Czy mierzono poziom dehydrogenazy
mleczanowej (LDH)? Dlaczego nie pokazano i nie zanalizowano pomiaru zakwaszania
pozakomórkowego (ECAR), który w aparacie Seahorse towarzyszy pomiarowi zużycia tlenu?
Analizy te byłyby pomocne w ocenie szybkości glikolizy i oddychania beztlenowego w
komórkach.
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5. Brakuje informacji czy pomiar ilości badanych białek metodą Western blot był normalizowany
względem aktyny.

6. Nie jest jasne czy wyniki pomiaru poziomu reaktywnych form tlenu po wyciszeniu genu NNMT
przedstawione na Rys. 4.21 dotyczą warunków bez LPS czy z LPS (tak jak na Rys. 4.20).
Ponadto autorka nie odnosi się do tych wynikówwtekście rozdziału Wyniki.

7. W pracy oznaczano masę mitochondrialną w komórkach śródbłonka ale nie oznaczano
markerów biogenezy mitochondriów. Czy biogeneza mitochondriów zmienia się pod wpływem
LPS i/lub wyciszania genu NNMT?

8. W pracy oznaczano poziom nukleotydów adenylowych. Czy zmienia się ładunek energetyczny
(= [ATP] + 0,5 [ADP]/ [ATP] + [ADP] + [AMP]) komórek śródbłonka pod wpływem LPS i/lub
wyciszania genu NNMT?

9. Czy w komórkach śródbłonka pod wpływem LPS i/lub wyciszenia genu NNMT zmienia się
potencjał oksydoredukcyjny wyrażony stosunkiem NAD*/NADH?

6. Inne spostrzeżenia dotyczące treści lub formy rozprawy:
Praca została napisana zwięzłym i przystępnym językiem, choć można w niej znaleźć liczne
literówki, błędy stylistyczne i redakcyjne. Wymienię niektóreznich:
- Wstęp. W niektórych fragmentach tekstu (np. str. 18, 19, 27) cytowania pojawiają się dopiero na
koniec akapitu a nie po pierwszym zdaniu, którego dotyczą. W całym Wstępie jesttylko 1 rycina.
Przydałby się np. rycina pokazująca budowę LPS czy schemat pokazujący etapy stanu zapalnego
(czy sepsy).
- Punkt 3.4.5. Niezręczne słownictwo: np. „przeciwciała drugorzędowe anty-mysz lub anty-królik”
- Brak konsekwencji w stosowaniu skrótów (np. LPS, RFT).
- Rys.4.8 i 4.29. Wśród użytych skrótów oznaczanych metabolitów nie opisano „Mal” (zapewne
jabłczan).
- Niestaranie przygotowany spis literatury: Brak konsekwencji w podawaniu nazw czasopism, które
podawane są czasami pełnymi nazwami, czasami skrótami, czasami kursywą. Podobnie, niektóre
tytuły artykułów zapisane są w całościz dużej litery a większość- nie.

Uwagi, o których wspominam powyżej z obowiązku recenzenta nie wpływają na moją
pozytywną ocenę przedstawionej pracy, jej wartości merytorycznej oraz znaczenia
przeprowadzonych badań.

7. Ocena końcowa:

Podsumowując, oceniana rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwiązanie problemu
naukowego, prezentuje ogólną wiedzę teoretyczną Kandydatki a także wskazuje na jej
umiejętność samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Stwierdzam zatem, że recenzowana
rozprawa doktorska mgr Oksany Stępińskiej spełnia warunki określone w art. 187 Ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyższym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742.z późn. zm.). W
związku z powyższym, wnioskuję do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doświadczalnej o
dopuszczenie mgr Oksany Stępińskiej do dalszych etapów postępowania w sprawie nadania
stopnia doktora w dziedzinie nauk ścisłych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
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