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1. Tematyka rozprawy

Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy zagadnien istotnych dla rozwoju dyscypliny nauki
biologiczne. Oceniana rozprawa doktorska koncentruje sie na badaniu odpowiedzi metaboliczne;j
ludzkich komérek srédbtonka aorty (HAEC) wywotanej silnym induktorem zapalnym — bakteryjnym
lipopolisacharydem (LPS) oraz na wptywie enzymu N-metylotransferazy nikotynoamidowe;
(NNMT) na tg odpowiedz. Podstawowym celem pracy bylo zrozumienie molekularnych/
biochemicznych mechanizméw zmian, szczegélnie w metabolizmie energetycznym/
mitochondrialnym komérek srédbtonka, wywotanych przez LPS w warunkach stanu zapalnego bez
pogorszenia przezywalno$ci komérek, w odniesieniu do zmian w ilosci/aktywno$ci NNMT. Badania
miaty na celu sprawdzenie, jak obecnos¢ badanej metylotransferazy wptywa na te procesy, a takze
ocenienie, jak wyciszenie genu kodujgcego ten enzym moze wptyngé na inne aspekty komérkowe,
niezwigzane bezposrednio z przemianami energetycznymi. W szerszym aspekcie, badania te sg
wazne dla lepszego zrozumienia mechanizméw zapalnych i ich regulacji, co moze mie¢ znaczenie
aplikacyjne w kontekscie choréb zapalnych, takich jak sepsa.

2. Wiedza kandydatki

PrzedtoZzona rozprawa doktorska, poswiecona analizie roli NNMT w odpowiedzi metabolicznej
komorek $rédbtonka hodowanych w obecnosci LPS, $wiadczy o solidnym warsztacie badawczym i
zrozumieniu zagadnien z dziedziny biologii komérkowej/biochemii jej autorki. Lektura rozprawy
wskazuje na duzg wiedze Kandydatki o roli Srédbtonka naczyniowego w odpowiedzi zapalnej i jego
"mechanizméw ochronnych przed patogenami, w tym bakteryjnym LPS. Praca odnosi sie do
aktualnych badan naukowych dotyczacych funkcji $rédbtonka, proceséw zapalnych oraz
metabolizmu komérkowego, a takze omawia role metylotransferazy NNMT w tych procesach, co
jest stosunkowo mato znane w literaturze. We wprowadzajgcej czesci pracy, Autorka przedstawita
szeroki kontekst teoretyczny, umiejetnie porzadkujgc dostepne dane literaturowe i wskazujgc
problemy badawcze, ktére zamierza rozwigza¢. W dalszych czesciach rozprawy poddata
szczegotowej i krytycznej analizie uzyskane wyniki, ktére umiejetnie przedyskutowata w oparciu o
dostepne dane literaturowe. Swiadczy to, ze mgr Oksana Stepinska nie tylko kompetentnie
postuguje si¢ technikami eksperymentalnymi (takimi jak, detekcja biatek metodg Western blot,
pomiary fluorymetryczne produkcji reaktywnych form tlenu, potencjatu  btonowego,
pojemnosciowego naptywu wapnia, oznaczanie metabolitdw metodg HPLC-MS, pomiar szybkosci
zuzycia tlenu czy wyciszanie genu) ale réwniez rozumie podstawy teoretyczne potrzebne do ich
zastosowania.
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Podsumowuijgc, oceniana rozprawa prezentuje duzg wiedze teoretyczng Kandydatki z
zakresu biologii komérkowe;j i biochemii, co stanowi podstawe do ubiegania sie o stopien doktora
w dyscyplinie nauk biologicznych.

3. Samodzielnos¢ kandydatki

Przedtozona rozprawa doktorska wskazuje, ze mgr Oksana Stepinska posiada umiejetno$é
samodzielnego prowadzenia badan naukowych. Obok wczesniej opisanej wiedzy Kandydatki w
obszarze biologii $rédbtonka naczyniowego, stanu zapalnego czy roli metylotransferazy NNMT,
wskazujg na to takze jej umiejetno$¢ projektowania eksperymentéw a takze umiejetnosé krytycznej
ich analizy, konfrontacji wtasnych wynikéw z literaturg naukowg czy wskazania Iuk w
dotychczasowych badaniach. Kandydatka nie tylko kompetentnie uzywa dostepne narzedzia
badawcze, lecz takze umie korzysta¢ z nabytej wiedzy, co jest kluczowe dla samodzielnej pracy
naukowej.

Podsumowujgc, oceniana rozprawa doktorska dowodzi, ze mgr Oksana Stepinska potrafi
samodzielnie prowadzi¢ badania naukowe, poczgwszy od projektowania eksperymentéw, przez
wykonanie badan, az po analize i interpretacje wynikow.

4. Oryginalnos¢ rozprawy

Oryginalno$¢ ocenianej pracy doktorskiej polega na nowym podejéciu do zrozumienia roli LPS w
indukowaniu odpowiedzi zapalnej w komoérkach $érédbtonka z uwzglednieniem parametréw
metabolicznych, szczegdlnie zwigzanych z mitochondriami i energetykg komoérkows, w odniesieniu
do obecnosci metylotransferazy NNMT. Badania opisane w pracy poszerzajg dotychczasowg
wiedze w zakresie biologii komoérek srodbtonka oraz wnoszg nowe spostrzezenia dotyczace
mechanizméw adaptacyjnych, ktére moga wystepowacé w odpowiedzi na stres zapalny, jak rowniez
wskazujg na potencjalng role enzymu NNMT w tym procesie. Cze$¢ przedstawionych wynikéw
zostata juz opublikowana w International Journal of Biochemistry and Cell Biology (2022) a
Kandydatka jest w tej publikacji pierwszym autorem.

Oryginalno$c¢ ocenianej rozprawy mozna ujaé w kilku aspektach:

1. Opisanie zmian w sieci mitochondrialnej komérek $rédbtonka wywotywanych przez LPS —
Przedstawione badania wykazaty, ze LPS indukuje przejsciowg fragmentacje sieci
mitochondrialnej oraz zmiang lokalizacji mitochondriéw na okotojgdrowsg, co nie byto wczesniej
szeroko badane w kontekScie odpowiedzi zapalnej wywotanej przez LPS w komorkach
$rodbtonka. Odwracalno$¢ tych zmian po diuzszej inkubacji komérek w obecnosci LPS
sugeruje, ze mitochondria poprzez zmiane swojej dynamiki moga uczestniczy¢é w
mechanizmach adaptacyjnych komérek w odpowiedzi na LPS.

2. Dostarczenie nowych informacji na temat wplywu LPS na metabolizm energetyczny
komorek érodbtonka — Kandydatka opisata przejsciowe zmiany w metabolizmie energetycznym
komorek sSrédbtonka wywotane przez LPS widoczne jako obnizenie oddychania
mitochondrialnego, zmniejszenie zawartoSci metabolitdw  glikolizy, cyklu kwasow
trikarboksylowych i mleczanu. Wycofywanie sie/odwracalno$¢ tych zmian po 24 godzinach
inkubacji z LPS wskazuje na adaptacje metabolizmu energetycznego do dtugotrwatego stanu
zapalnego.

3. Po raz pierwszy opisanie potencjalnej roli _metylotransferazy NNMT w odpowiedzi
metabolicznej komoérek srodbtonka na stres wywotany przez LPS — Jednym z najbardziej
oryginalnych aspektow pracy jest zidentyfikowanie i zbadanie roli metylotransferazy NNMT w
odpowiedzi komérek srédbtonka na LPS. Odkrycie, ze LPS prowadzi do zwiekszenia poziomu
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NNMT w komorkach érédbtonka oraz fakt, ze wyciszenie genu kodujgcego NNMT wplywa na
wiele aspektow odpowiedzi komérek na LPS, w tym stres oksydacyjny, dynamike
mitochondriéw, metabolizm energetyczny i regulacje poziomu wapnia, ma istotne znaczenie w
badaniach nad odpowiedzig zapalng. Co ciekawe, w komorkach $rddbtonka z wyciszonym
genem NNMT i traktowanych LPS obserwowano takze zmiane profilu biatek zwigzanych z
autofagig i adaptacyjnym mechanizmem odpowiedzi na stres UPR oraz ograniczenie tworzenia
sie organelli o odczynie kwasnym. Bardzo wazna jest obserwacja, ze wyciszenie genu NNMT
moze tagodziC niektore elementy odpowiedzi komérek $rodbtonka na stres wywotany przez
LPS lub przyspiesza¢ powrét do stanu sprzed jego indukcji. Przedstawione wyniki wskazuja, ze
metylotransferaza NNMT, jako enzym wptywajgcy na metylacje biatek i regulacje metabolizmu,
stanowi istotny element reakcji komoérek $rédbtonka na LPS, przynajmniej w kontekscie
metabolizmu energetycznego.

W pracy Kandydatka zaproponowata, ze w przysziosci farmakologiczna modulacja
aktywnosci NNMT mogtaby prowadzi¢ do ztagodzenia niektérych zmian metabolicznych
zwigzanych z odpowiedzig na LPS, w tym do zmniejszania negatywnych skutkéw zwigzanych
ze stanem zapalnym. Badania nad inhibicjia NNMT moglyby w przysziosci prowadzié¢ do
opracowania nowych strategii terapeutycznych w leczeniu stanéw zapalnych, w tym sepsy, co
ma istotne znaczenie aplikacyjne.

Podsumowuijgc, oceniana rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
badawczego jakim jest opisanie wptywu LPS na komorki srodbtonka, szczegdlnie w kontekscie ich
metabolizmu energetycznego, udziatu metylotransferazy NNMT w odpowiedzi zapalnej oraz
wptywu tych proceséw na funkcjonowanie komoérek. Badania te mogg mie¢ znaczenie zaréwno w
kontekscie podstawowych badan nad mechanizmami zapalenia, jak i potencjalnych aplikacji
terapeutycznych.

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

1. Metodologia. Brakuje informacji o stezeniu jondw magnezu i wapnia w roztworze PBS
zawierajgcym te jony. Brakuje opisu metody pomiaru przezywalnosci komoérek z uzyciem
cytometru przeptywowego (wyniki przedstawione na Rys. 4.2).

2. Punkt 3.12, str. 92. Zuzycie tlenu w obecnosci oligomycyny, inaczej przeciek H* lub zuzycie
tlenu nie zwigzane z syntezg ATP to nie ,minimalna konsumpcja tlenu” czy ,minimalne
oddychanie mitochondrialne”. Dlaczego do pomiaru zuzycia tlenu przez komérki $rodbtonka
przy uzyciu aparatu Seahorse uzyto m.in. glukoze w stezeniu 10 mM czyli prawie dwukrotnie
wiekszym niz fizjologiczne i stosowane w hodowli komérek HAEC? Czy wyniki z pomiaru
oddychania tym aparatem byty przeliczane na mg biatka?

3. Rys. 4.7. i 4.28. Pokazano tylko zmiany % wzgledem kontroli oddychania podstawowego,
oddychania w obecnoéci oligomycyny i CCCP (Rys. 4.7) lub zmiany zapasowe] pojemnosci
oddechowej i wydajnosci sprzegania mitochondriéw (Rys. 4.28). Dla doktadniejszej analizy, np.
oceny oddychania zwigzanego z syntezg ATP, przeciekiem H* czy rezerwg oddechowg (Rys.
4.7) powinny by¢ pokazane pomiary wyjsciowe (szybko$¢ oddychania podstawowego,
oddychania w obecnosci oligomycyny i CCCP).

4. Oddychanie beztlenowe oceniano poprzez oznaczenie poziomu mleczanu we frakcji
komorkowej (z pominigciem frakcji pozakomérkowej). Czy mierzono poziom dehydrogenazy
mleczanowej (LDH)? Dlaczego nie pokazano i nie zanalizowano pomiaru zakwaszania
pozakomérkowego (ECAR), ktory w aparacie Seahorse towarzyszy pomiarowi zuzycia tlenu?
Analizy te bytyby pomocne w ocenie szybkosci glikolizy i oddychania beztlenowego w
komérkach.
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5. Brakuje informacji czy pomiar ilo$ci badanych biatek metoda Western blot byt normalizowany
wzgledem aktyny.

6. Nie jest jasne czy wyniki pomiaru poziomu reaktywnych form tlenu po wyciszeniu genu NNMT
przedstawione na Rys. 4.21 dotyczg warunkéw bez LPS czy z LPS (tak jak na Rys. 4.20).
Ponadto autorka nie odnosi sie do tych wynikéw w tekscie rozdziatu Wyniki.

7. W pracy oznaczano mase mitochondrialng w komérkach $rédbtonka ale nie oznaczano
markerow biogenezy mitochondriéw. Czy biogeneza mitochondriéw zmienia sie pod wptywem
LPS i/lub wyciszania genu NNMT? _

8. W pracy oznaczano poziom nukleotydéw adenylowych. Czy zmienia sie tadunek energetyczny
(= [ATP] + 0,5 [ADP] / [ATP] + [ADP] + [AMP]) komorek $rodbtonka pod wptywem LPS i/lub
wyciszania genu NNMT?

9. Czy w komorkach $rédbtonka pod wptywem LPS i/lub wyciszenia genu NNMT zmienia sie
potencjat oksydoredukcyjny wyrazony stosunkiem NAD*/NADH?

6. Inne spostrzezenia dotyczace tresci lub formy rozprawy:

Praca zostata napisana zwieztym i przystepnym jezykiem, cho¢ mozna w niej znalezé liczne
literéwki, btedy stylistyczne i redakcyjne. Wymienie niektére z nich:
- Wstep. W niektérych fragmentach tekstu (np. str. 18, 19, 27) cytowania pojawiajg sie dopiero na
koniec akapitu a nie po pierwszym zdaniu, ktérego dotyczg. W catym Wstepie jest tylko 1 rycina.
Przydatby sie np. rycina pokazujgca budowe LPS czy schemat pokazujgcy etapy stanu zapalnego
(czy sepsy).
- Punkt 3.4.5. Niezreczne stownictwo: np. ,przeciwciata drugorzedowe anty-mysz lub anty-krélik”
- Brak konsekwencji w stosowaniu skrétéw (np. LPS, RFT).
- Rys.4.8 i 4.29. Wsrdd uzytych skrétéw oznaczanych metabolitow nie opisano ,Mal’ (zapewne
jabtczan).
- Niestaranie przygotowany spis literatury: Brak konsekwencji w podawaniu nazw czasopism, ktére
podawane sg czasami petnymi nazwami, czasami skrétami, czasami kursywg. Podobnie, niektére
tytuty artykutéw zapisane sg w cato$ci z duzej litery a wiekszos¢ — nie.

Uwagi, o ktérych wspominam powyzej z obowigzku recenzenta nie wptywajg na mojg
pozytywng ocene przedstawionej pracy, jej wartosci merytorycznej oraz znaczenia
przeprowadzonych badan.

7. Ocena koricowa:

Podsumowujgc, oceniana rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego, prezentuje ogolng wiedze teoretyczng Kandydatki a takze wskazuje na jej
umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Stwierdzam zatem, ze recenzowana
rozprawa doktorska mgr Oksany Stepinskiej 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 p6zn. zm.). W
zwigzku z powyzszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej o
dopuszczenie mgr Oksany Stepinskiej do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania
stopnia doktora w dziedzinie nauk Scistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.

"
\ \\,\

\4\\) g \ [NV VARV ko) ‘/\\ \-':" L }\ -

\
28.03.2025 Prof. dr hab. Wiestawa Jarmuszkiewicz

Prof. dr hab. Wiestawa Jarmuszkiewicz
Wyadzial Biologii UAM, ul. Uniwersytetu Poznanskiego 6, 61 614 Poznan
tel. +48 61 829 58 81, wieslawa jarmuszkiewicz@amu.edu.pl




[SEKRE iARIAT DYREKTURA
WPLYNELD
WARSZAWSKI 025 -0 22 ‘
UNIWERSYTET :
i ) . /
MEDYCZNY Loz DR UABBEY...

ZAKEAD BIOCHEMII I ZYWIENIA

Warszawa, 07 kwietnia 2025 r.

Recenzja rozprawy doktorskiej

,Rola N-metylotransferazy nikotynoamidowej w odpowiedzi metabolicznej komérek

érodbtonka wywotanej lipopolisacharydem”

autorstwa mgr Oksany Stepinskiej

Praca doktorska mgr Oksany Stepiriskiej zostata wykonana pod kierunkiem prof. dr hab.
Krzysztofa Zabtockiego w Pracowni Metabolizmu Komérki Instytutu Biologii Doswiadczalnej
im. M. Nenckiego PAN. Opisane w niniejszej rozprawie badania byty czgsciowo finansowane
w ramach konsorcyjnego projektu badawczego Narodowego Centrum Nauki
2015/19/B/NZ3/02302 ,Rola  N-metylotransferazy nikotynoamidowej (NNMT) i

mechanizmoéw mitochondrialnych w dysfunkcji Srodbtonka”.

Rozprawa doktorska mgr Oksany Stepinskiej podejmuje zagadnienia istotne zaréwno dla
nauki, jak i dla praktyki klinicznej. Temat pracy ma wymiar wieloaspektowy, ale analiza
wptywu lipopolisacharydu (LPS) na komorki srédbtonka naczyniowego oraz roli N-
metylotransferazy nikotynoamidowej w odpowiedzi biologicznej na LPS ma szczegdinie
istotne znaczenie dla zrozumienia mechanizméw patofizjologicznych sepsy, lepszej
znajomosci biologii srodbtonka, w tym metabolizmu energetycznego tych komadrek oraz dla

oceny N-metylotransferazy nikotynoamidowej jako potencjalnego celu terapeutycznego.
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W literaturze istnieje ograniczona liczba badan dotyczacych roli N-metylotransferazy
nikotynoamidowej w regulacji odpowiedzi zapalnej i w sepsie. Rozprawa wypetnia te luke,
dostarczajgc rzetelnych danych uzyskanych w eksperymentalnych modelach, w ktérych do
wyciszenia genu NNMT zastosowano metodologie matych interferujgcych RNA (siRNA).
Rozprawa Doktorantki ma szczegdlne znaczenie praktyczne, wynikajace z potencjatu
zwigzanego z mozliwoscig opracowania nowych strategii terapeutycznych w leczeniu stanéw
zapalnych i sepsy poprzez modulacje aktywnosci NNMT. Warto przypomnieé, ze co roku na
swiecie dochodzi do 47-50 milionéw przypadkow sepsy, z tego 11 milionéw oséb umiera, co
stanowi prawie 20% wszystkich zgondw na Swiecie. W Europie to okoto 3 miliony przypadkéw
rocznie, z czego okoto 680 tys. koriczy sie zgonem. Brakuje doktadnych krajowych statystyk,
ale szacuje sig, ze w Polsce liczba przypadkow jest porownywalna do krajow UE, czyli okoto
70-100 tysiecy rocznie, z wysokg smiertelnoscia. Sepsa to gtéwna przyczyna zgondéw wsrod
pacjentow OIOM i od 30 do 50% wszystkich przypadkéw leczenia na oddziatach intensywne;j

terapii.

Rozprawa jest napisana zgodnie z zasadami akademickimi i ma charakter monografii.
Struktura pracy jest przejrzysta i spojna, z wyraznym podziatem na Wstep, Zatozenia i cel
pracy, Materiat i metody, Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie, Wnioski oraz PiSmiennictwo
obejmujace 254 pozycji. Rozdziaty te poprzedza wykaz skrétow stosowanych w pracy, a takze
informacja o publikacji czesci wynikow rozprawy w artykule ,Lipopolysaccharide affects
energy metabolism and elevates nicotinamide N-methyltransferase level in human aortic
endothelial cells (HAEC)” (Stepiriska, O., Dymkowska, D., Mateuszuk, t., Zabtocki, K.; The
international journal of biochemistry & cell biology, 2022). We publikacji tej Doktorantka jest

pierwszg autorka.

Wstep do pracy jest obszerny i logicznie zorganizowany. Mgr Oksana Stepiriska skupita sig w
tej czeéci pracy na omowieniu roli srédbtonka naczyniowego jako waznego narzadu
endokrynnego, regulujacego m.in. ciénienie tetnicze krwi, hemostazg oraz odpowiedz zapalna
uwzgledniajac wazna role mitochondriéw w prawidtowym funkcjonowaniu tych komarek.
Zwrdcita uwage takze na barierowa funkcje srodbtonka, jako komorki stanowigcych jedna z
pierwszych linii obrony przed patogenami krazacymi w krwi. Opisujac dziatanie LPS jako
ul. Banacha 1 B katarzyna.koziak@wum.edu.pl

02-091 Warszawa

www.wum,edu.pl




czynnika indukujacego odpowiedz zapalna, Autorka podkreslita ztozonos¢ mechanizmoéw jego
dziatania, w tym interakcje z receptorami powierzchniowymi. Na tym tle opisany zostat
enzym N-metylotransferaza nikotynoamidowa (NNMT). To bardzo ciekawy i coraz lepiej
poznany enzym, ktéry odgrywa istotng role w metabolizmie energetycznym, regulacji
epigenetycznej i chorobach przewlektych, w tym nowotworach i chorobach zapalnych.
Doktorantka przedstawita jego role w watrobie i tkance ttuszczowej, w stanach zapalnych i
chorobach nowotworowych, a takze w $rédbfonku naczyn krwionosnych. Zwrdcita jednak
uwage na to, ze cho¢ udokumentowana jest rola tego enzymu w fizjologii naczyn
krwionoénych, to nadal nieznane pozostaja jego losy w obecnosci czynnikéw prozapalnych i
wywotujacych stres komorkowy. Wstep bardzo dobrze wprowadza w tematyke pracy,
pozwala na zrozumienie teoretycznego tta pracy oraz utatwia czytelnikowi sledzenie zatozen

badawczych.

W czesci Zatozenia i cel pracy przedstawiona zostata hipoteza badawcza, zgodnie z ktorg LPS
wywotuje w komérkach $rédbtonka aorty cztowieka zmiany w ich metabolizmie, prowadzi
takze do zwiekszenia ilosci N-metylotransferazy nikotynoamidowej (NNMT). Z przyjety
hipoteza powigzane zostaty trzy precyzyjnie sformutowane, logiczne i spojne z zakresem
przeprowadzonych badan cele pracy. Obejmowaty one opisanie skutkéw metabolicznych
traktowania komédrek HAEC lipopolisacharydem i ustalenie, jaki jest wptyw takiego
traktowania na ilos¢ biatka NNMT w komarkach, ustalenie zwigzku miedzy obecnoscia biatka
NNMT a aktywnoscia metaboliczng komdrek HAEC traktowanych LPS oraz zbadanie czy
wyciszenie genu kodujgcego NNMT ma wptyw na inne procesy komérkowe niezwigzane
bezposrednio z metabolizmem energetycznym. Wybdr tych celéw swiadczy o umiejetnosci
identyfikowania najwazniejszych probleméw badawczych i jest odzwierciedleniem podjetej

przez Doktorantke préby kompleksowego rozwigzania analizowanego problemu.

W rozdziale Materiat i metody zawarty jest szczegdtowy opis wybranego modelu
doswiadczalnego, bardzo réznorodnych, nowoczesnych technik wykorzystanych przez
Doktorantke w trakcie badari oraz metod analizy statystycznej. Na podkreslenie zastuguje
szeroki wachlarz technik badawczych s$wiadczacy o doskonatych umiejetnosciach
laboratoryjnych mgr Oksany Stepinskiej. Wyciszanie genu NNMT metodg si-RNA, pomiar
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masy mitochondrialnej, pomiar potencjatu wewnetrznej btony mitochondrialnej i ocena
pojemnosciowego naptywu wapnia to tylko niektére z technik wykorzystane przez

Doktorantke dla osiggniecia zatozonych celéw.

Kluczowym elementem rozprawy sa wyniki badan, ktore zostaty przez Doktorantke
zaprezentowane przejrzyscie, z uzyciem rycin, ktére znaczaco utatwiaja lekture tej czesci
pracy. Zaprezentowane dane dostarczajg wielu nowych informacji na temat ztozonosci
odpowiedzi komdrkowej indukowanej w srodbtonku aorty przez LPS, a zwtaszcza na temat
roli N-metylotransferazy nikotynoamidowej (NNMT) jako regulatora tych proceséw. W
komarkach z eksperymentalnie wyciszonym genem NNMT stwierdzono m. in. réznice w
dynamice zmian architektury sieci mitochondrialnej komérek traktowanych LPS, znaczgce
zmniejszenie zaleznego od LPS wzrostu zawartosci niektorych biatek zwigzanych z dynamika
mitochondridow i dysmutazy miedziowo/cynkowej, zmniejszenie zaleznego od LPS spadku
wielkosci zapasowej pojemnosci oddechowej, a takze szybszy powrét do stanu poczatkowego
profilu metabolitéw glikolizy i cyklu Krebsa zmienionych pod wptywem LPS i ochrone przed
nadmiernym obnizeniem poziomu ATP oraz modyfikacje zmienionego pod wptywem LPS
profilu biatek zwigzanych z autofagig i odpowiedzig na stres retikulum endoplazmatycznego
(UPR). Zwiezte, dwustronicowe podsumowanie przeprowadzonych analiz stanowi odrebny

rozdziat rozprawy.

Wszystkie uzyskane wyniki zostaty poddane dogtebnej i dojrzatej dyskusji. Jej lektura
wskazuje na dobrg znajomos¢ zagadnien zwigzanych z tematyka pracy, zdolnos¢ do krytycznej
analizy wtasnych obserwacji w oparciu o dane literaturowe i osadzenie badan w kontekscie

aktualnych trenddow naukowych.

Whioski sformutowane przez Doktorantke sa logiczne, precyzyjne i w petni wynikajg z

przeprowadzonych badan.
Ostatnim rozdziatem rozprawy doktorskiej jest bogata, zawierajaca 254 pozycje bibliografia.
W trakcie lektury rozprawy nasuneto mi sie kilka pytan i uwag do Autorki.

1) Celem badan prowadzonych przez Doktorantke byfto lepsze poznanie funkcji N-

metylotransferazy nikotynoamidowej w komédrkach $rédbtonka narazonych na
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dziatanie LPS. Do eksperymentéw wykorzystane zostaty komorki srédbtonka ludzkiej
aorty. Nie jest jednak jasne, dlaczego w rozwazaniach pominigte zostaty komaorki
érédbtonka naczyn zylnych (we Wnioskach pojawia si¢ odniesienie do komorek
HUVEC, ale jest to prawdopodobnie omytka pisarska). Doktorantka nie odniosta sig¢ w
rozprawie do réznic miedzy $rédbtonkiem naczyn zylnych i tetniczych, wynikajacych z
adaptacji do réznych warunkéw hemodynamicznych oraz funkcji w ukfadzie krazenia,
a wyrazajacych sie m. in. w ekspresji genéw w odpowiedzi na bodice zapalne.

2) W rozprawie znajdujg sie odniesienia do wczesniej publikowanych prac
wykorzystujgcych inhibitory NNMT. Czy zaden ze znanych inhibitoréw stosowanych w
modelach eksperymentalnych w terapii nowotworowej, w leczeniu cukrzycy i
zaburzen metabolicznych czy chorobach neurodegeneracyjnych, np. 5-
metylochinolina, JBSNF-000028 czy zwiazki a-chloroacetamidowe, nie maogtby by¢
wykorzystany do badan z komdrkami srodbtonka?

3) Co sktonito Doktorantke do wyboru metody wyciszenia genu NNMT opartej o siRNA?
Czy watpliwosci dotyczace interpretacji wynikow wynikajgce z wyciszenia genu NNMT
(jest o tym mowa w rozprawie) mogtyby zostac rozstrzygnigte w eksperymentach z

wykorzystaniem inhibitorow?

Mimo moich uwag, warto$¢ poznawcza i praktyczna uzyskanych wynikow jest nie do

przecenienia.

Podsumowujac, rozprawa doktorska pani mgr Oksany Stepinskiej jest doskonatym
opracowaniem oryginalnego problemu badawczego. Autorka wyroznia sie dbatoscia o
wnikliwg i rzetelng prezentacje, interpretacje i dyskusje wynikdw badania, a takze
umiejetnoscig pisania tekstow naukowych. Dzieki swojej dociekliwosci badawczej oraz
solidnemu przygotowaniu warsztatowemu, ktére pozwolito jej na zaplanowanie i
przeprowadzenie eksperymentéw z wiasciwie dobrang metodykg, Doktorantce udato sie
opisa¢ szereg nieznanych dotychczas elementéw odpowiedzi komodrek srodbtonka na
lipopolisacharyd, poszerzyc rozumienie patogenezy sepsy, a takze uzupetnic luke w badaniach
dotyczacych roli, jaka w opisywanych procesach petni NNMT i wskazac potencjat aplikacyjny
swoich osiggniec.
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Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone
art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U. z
2023 r. poz. 742 z pdin. zm.). W zwigzku z powyzszym wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu
Biologii Doswiadczalnej o dopuszczenie pani mgr Oksany Stepinskiej do dalszych etapow

postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.
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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr Oksany Stepifskiej pt. ,Rola N-metylotransferazy
nikotynoamidowej w odpowiedzi metabolicznej komérek s$rédbtonka wywotanej

nn

lipopolisacharydem

Temat przestanej do oceny rozprawy doktorskiej jest aktualny i wazny ze wzgledow
poznawczych. Od kilkunastu lat trwajg intensywne badania nad metabolizmem NAD.
Nukleotyd ten stat sig bardziej interesujacy po odkryciu, ze jest to zwiazek bioracy udziat nie
tylko w reakcjach redoks, ale takze jako substrat kilku waznych enzyméw, w tym: polimerazy
poli(ADP-rybozy) czy sirtuin. W wyniku dziatania tych enzyméw z NAD powstaje nikotynamid,
ktory w komérkach ma trzy mozliwe $ciezki przemian: a) stuzyé do resyntezy NAD, b) byé
wykorzystywany do syntezy rybozydu nikotynamidu i ¢) bra¢ udziat jako substrat w reakcji
katalizowanej przez N-metylotransferaze nikotynamidu (N-metylotransferaze
nikotynoamidowa; NNMT). To witasnie badania nad ostatnim wymienionym enzymem
stanowig temat przedstawianej mi do oceny rozprawy doktorskiej.

Rozprawa doktorska ma typowy uktad dla monografii, zawiera: Spis tresci, Wykaz skrétéw,
Streszczenie, Wstep, Zatozenia i cel pracy, Metodologie, Wyniki, Dyskusje, Podsumowanie,
Whioski, Pismiennictwo.

Wstep obejmujace 18 stron. Przedstawiono w nim wyczerpujace kompendium wiedzy na
tematy bezposrednio zwigzane z rozprawa. Wstep rozpoczyna opis komérek érédbtonka i ich
funkcje, nastepnie przedstawiono lipopolisacharyd (LPS) jako czynnik wywotujacy sepse i role
komorek srédbtonka w tym zaburzeniu. Przedstawiono takie wyczerpujacy stan wiedzy na
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temat NNMT. Z przedstawionych danych wynika, ze enzym ten jest zaangazowany w wiele
proceséw zachodzacych migdzy innymi w watrobie, tkance ttuszczowej, mdzgu, miesniach.
Obecnos¢ tego enzymoéw badano takze w stanach patologicznych, np. w stanach zapalnych
czy nowotworowych. We Wstepie przedstawiono takze informacje o roli NNMT w komérkach
srodbtonka, z ktérych wynika, ze N-metylonikotynamid (MNA) petni pozytywna role dla uktadu
sercowo-naczyniowego.

Efekty dziatania samego MNA s3 juz poznane, jednak pomimo wielu badan niewiele wiadomo
na temat czynnikow, ktére moga aktywowac ten enzym, wptywaé na jego ilos¢ w komérkach
srédbtonka. Nie wiadomo, czy zmiana iloéci/aktywnoéci NNMT jest zwigzana bezposrednio z
bioenergetyky tych komérek. A zatem postawiona hipoteza badawcza jest w petni
uzasadniona.

Bioragc pod uwage metodyke pracy, to Doktorantka zastosowata wiele ztozonych i
nowoczesnych technik badawczych z zakresu biologii molekularnej (Western Blot, wyciszanie
genu), immunocytochemii, wysokosprawnej chromatografii cieczowej, spektrometrii mas, a
takie metod pozwalajacych na wykrywanie reaktywnych form tlenu, pomiaru potencjatu
wewngtrznej bfony mitochondrialnej czy pomiaru szybkosci zuzywania tlenu. Opis
metodyczny jest wyczerpujacy. Sposdb przeprowadzenia doéwiadczen jest poprawny, tylko
jeden aspekt metodyczny budzi moje watpliwosci. Chodzi o uzywanie pozywki zawierajgcej
nieznane stgzenie nikotynamidu przy badaniu aktywnosci NNMT. W moim przekonaniu
powinno sig zastosowac poiywke nie zawierajaca nikotynamidu i dodaé ten zwigzek w
stezeniu optymalnym do badania aktywno$ci NNMT. Poprosze o komentarz.

Szkoda, ze hipoteza badawcza byta weryfikowana tylko na jednym modelu badawczym -
komérkach pierwotnych $rédbtonka aorty cztowieka (HAEC). Nasuwa sie pytanie — co
spowodowato wybranie tej linii komérkowej?

Wyniki badan przedstawiono na 41 stronach monografii, w tym zamieszczono 43 ryciny.
Strona graficzna i opis rycin sg przedstawione poprawnie i czytelnie.
Przedstawione wyniki mozna podzieli¢ na dwie czesci. Pierwsza dotyczy wptywu LPS na poziom
biatek zwigzanych ze stresem oksydacyjnym i indukcji stanu zapalnego, na wielkos$¢ masy
mitochondrialnej, na zawarto$¢ metabolitéw glikolizy i kwaséw trojkarboksylowych, na
zawartos¢ nukleotydow adeninowych oraz ilo$¢ NNMT w komérkach HAEC.
Do tej czesci nasuwa sie jednak kilka pytan i spostrzezen:
1) Czym mozna wyttumaczyé obnizenie poziomu biatek COX-2 i VCAM-1 po 24h inkubacji
z 100 ng/ml LPS w poréwnaniu do wartosci obserwowanych po 6h inkubacji?
2) Czym mozna wyttumaczy¢ wzrost mleczanu/pirogronianu i metabolitow cyklu Krebsa
po 24h inkubacji z LPS przy niezmienionej masie mitochondrialnej?
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3) W oparciu o przedstawione wyniki zawartoéci nukleotydéw adeninowych jako %
kontroli trudno wyciggna¢ wnioski o wptywie LPS na metabolizm energetyczny
komédrek. Prosze przestawic jakie byly wartosci stezenia ATP, ADP i AMP w komérkach
kontrolnych i inkubowanych z LPS.

Obserwowany wzrost stezenia AMP moze odpowiada¢ za aktywacje kinazy AMP-
zaleznej (AMPK), ale dlaczego wtedy ilos¢ ufosforylowanej karboksylazy acetyloCoA
(ACC) jest mniejsza po 24h niz po 6h inkubacji?

Druga czes¢ wynikow dotyczy obserwowanych zmian po wyciszeniu genu kodujacego NNMT.
Zaskakujaca jest obserwacja, ze po zastosowaniu tzw. scrambled RNA zwiekszeniu ulega iloé¢
NNMT w komérkach HAEC inkubowanych z LPS, co skutkuje takze innymi zmianami.
Wyciszenie genu kodujgcego NNMT spowodowato obnizenie iloéci reaktywnych form tlenu
przy wzroscie gtéwnie manganowej dysmutazy ponadtlenkowej (MnSOD) i braku wptywu na
Cu/ZnSOD. Brak wptywu wyciszenia tego genu obserwuje sie takze w przypadku zawartoéci
biatek adhezji komérkowej (ICAM-1 i VCAM-1). Wydaje sie, ze najciekawsza obserwacjg w
komérkach z wyciszonym genem NNMT inkubowanych z LPS jest zahamowanie jego
negatywnego wptywu, np. na wielkos¢ zapasowej pojemnosci oddechowej, poprawa profilu
metabolitow glikolizy i cyklu Krebsa, zachowanie stezenia ATP, ograniczenie
pojemnosciowego naptywu jonéw wapnia, utrzymanie stopnia fosforylacji eNOS, modyfikacje
profilu biatek zwigzana z autofagia.

Sg to wyniki ciekawe i wskazujace na role NNMT w badanych procesach. Do rozwazenia (jak
zresztg zauwaza Doktorantka w dyskusji) sa dalsze badania nad zahamowaniem aktywnosci
NNMT w przypadku sepsy.

Na podstawie informacji zamieszczonej na poczatku rozprawy doktorskiej wynika, ze duza
czgs¢ uzyskanych przez Doktorantke wynikéw zostata juz opublikowana i to w prestizowym
czasopismie (International Journal of Biochemistry and Cell Biology). W ocenie recenzenta jest
to duze osiagniecie Doktorantki, powinno by¢ podkreslone i wyrainie zaznaczone przy
prezentowanych wynikach.

Réwnoczesnie z przedstawionymi rezultatami badar przeprowadzona jest dyskusja wynikow.
Jest ona ciekawa i dobrze napisana. Oceniajac dyskusje moge stwierdzic, ze otrzymane wyniki
zostaty przez Doktorantke dobrze przedyskutowane i skonfrontowane z danymi z
pismiennictwa, a ich interpretacja jest wnikliwa, ostrozna i bardzo krytyczna. Swiadczy to o
dobrej znajomosci poruszanej w pracy problematyki, ocenie ograniczonych mozliwogci
doswiadczalnych oraz dobrej znajomosci piémiennictwa w zakresie prowadzonych badan.



GDANSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY

KATEDRA | ZAKLAD BIOCHEMII
Debinki 1, 80-211 Gdarisk

tel.: 58 349 14 60, 58 349 14 64
e-mail: bioch@gumed.edu.pl
www: bioch.gumed.edu.pl

Na zakoriczenie rozprawy przedstawiono najwazniejsze wnioski z uzyskanych wynikéw.
Whioski s3 prawidtowo sformutowane i w petni udokumentowane wynikami
przeprowadzonych dos$wiadczen.

PiSmiennictwo zawiera 254 pozycje, stanowigce bardzo wnikliwy przeglagd dostepnych
informacji bezposrednio zwigzanych z badanym zagadnieniem.

Koriczac recenzje chciatabym wskazaé drobng sugestie, mianowicie w przypadku badania
aktywno$ci NNMT a szczegdlnie analizy stezenia MNA nalezy takze zwrdcic¢ uwage na produkty
jego dalszej przemiany: N-metylo-2-pirydono-5-karboksyamidu (Met-2PY) i N-metylo-3-
pirydono-4-karboksyamidu (Met-4PY). Sg to metabolity powstajace z MNA przy udziale
oksydazy aldehydowej i przemiana ta zachodzi takze w komérkach érédbtonka. Szybkosc tej
przemiany zalezy gtéwnie od stezenia MNA. A zatem badajac aktywnogé NNMT nalezy brac
pod uwagg réwniez produkcje wymienionych powyzej zwigzkéw, badZ zablokowac aktywnos¢é
oksydazy.

Niemniej jednak te drobne uwagi nie umniejszaja wartosci uzyskanych wynikow dotyczacych
roli NNMT w komérkach $rédbtonka poddanych dziataniu lipopolisacharydu.

W podsumowaniu stwierdzam, ze mgr Oksana Stepiriska jest w petni uksztattowanym
pracownikiem naukowym, postugujacym sie wieloma technikami badawczymi, zdolnym do
rozwigzywania skomplikowanych probleméw badawczych. Jej rozprawa doktorska ma
charakter oryginalnej, bardzo dobrej pracy doswiadczalnej. W mojej ocenie rozprawa
doktorska mgr Oksany Stepiriskiej spetnia warunki okreélone w art. 187 Ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023r. poz. 742 z p6in. zm.). W
zwigzku z powyiszym, wnioskuje do Rady Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej o
dopuszczenie mgr Oksany Stepiriskiej do dalszych etapéw postepowania w sprawie nadania
stopnia doktora.

Z powazaniem

Prof. dr hab. Ewa Stominska
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