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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Alicji Targonskiej
pod tytulem
wtarzenie komorek migsni gladkich aorty - zwigzek miedzy autofagiq a sekrecjg

pecherzykow zewngtrzkomorkowych”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Alicji Targonskiej zostala
wykonana pod kierunkiem Pani dr hab. Grazyny Mosieniak, prof. Instytutu PAN w Pracowni
Molekularnych Podstaw Starzenia oraz w Pracowni Cytometrii Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN.

Badania zaprezentowane w pracy doktorskiej zostaty zrealizowane dzigki finansowaniu
Narodowego Centrum Nauki w ramach grantu Opus kierowanego przez Panig dr hab. Grazyng
Mosieniak pt. ,,Rola autofagii w regulacji wydzielania pecherzykow zewngtrzkomorkowych
oraz biatek przez komorki miesni gladkich naczyn na roznych etapach procesu starzenia”
(2018/31/B/NZ3/02931), w ktérym Doktorantka petnita role wykonawcy.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska podejmuje problematyke, ktora bez
watpienia wpisuje si¢ w nurt najbardziej aktualnych i kluczowych wyzwan wspodtczesnej
biologii medycznej oraz gerontologii molekularnej. Wybdr tematu badawczego,
koncentrujacego si¢ na mechanizmach starzenia komorkowego oraz komunikacji parakrynnej,
nalezy uzna¢ za w petni uzasadniony i wysoce trafny. Praca ta wnosi istotny wktad poznawczy
w rozumienie dynamiki starzenia naczyn krwiono$nych, skupiajac si¢ na komoérkach migéni
gladkich naczyn (ang. vascular smooth muscle cells, VSMC), ktorych dysfunkcja stanowi
fundament patogenezy chorob uktadu krazenia. Doktorantka slusznie identyfikuje starzenie
komorkowe nie jako stan statyczny, lecz jako proces wysoce dynamiczny i wieloetapowy.
Wyjatkowa warto$cig poznawcza pracy jest dokonanie nowatorskiego pordwnania mig¢dzy
starzeniem replikacyjnym a indukowanym stresem, z precyzyjnym uwzglednieniem roznic
migdzy faza wczesng a pdzng. Kluczowym walorem naukowym dysertacji jest wykazanie
bezposredniego zwigzku miedzy obecnosciag starzejacych si¢ komorek VSMC a procesami
destabilizacji blaszki miazdzycowe;.

Ocena formalna

Struktura przedtozonej do recenzji rozprawy doktorskiej Pani mgr Targonskiej jest

w pelni poprawna, logiczna i wykazuje wysoka dbalo$¢ o warsztat naukowy. Podziat tresci
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odzwierciedla klasyczny model wywodu naukowego, co pozwala na przejrzyste $ledzenie
procesu badawczego — od podstaw teoretycznych, przez rygorystyczny opis metodyki, az po
szczegotowa prezentacje wynikow i ich krytyczng interpretacje. Uktad tresci potwierdza, ze
formalnie praca jest typowa monografia naukowa, przygotowang zgodnie z tradycyjnymi
wymogami stawianymi dysertacjom doktorskim. Dodatkowo dysertacja zawiera niezbedne

elementy formalne, takie jak wykaz skr6tow oraz streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

Ocena merytoryczna

Wstep teoretyczny dysertacji stanowi dojrzale i wyczerpujace wprowadzenie
w problematyke badawcza, wykazujac pelng spojnos¢ z tytulem oraz zakresem
merytorycznym pracy. Doktorantka w sposob kompetentny nakreslila szeroki kontekst
biologiczny starzenia komorkowego, plynnie przechodzac od ogélnych mechanizmow
senescencji (replikacyjnej iindukowanej przez stres) do szczegélowych aspektow
patofizjologii naczyn krwiono$nych. Konstrukcja wstepu jest logiczna i zorientowana na
cel, co pozwala czytelnikowi na pelne zrozumienie biologicznego znaczenia badanych
proceséw. W zakresie kompletnosci wprowadzenia, Doktorantka szczegdétowo omowita
kluczowe filary pracy: fenotyp sekrecyjny (ang. senescence-associated secretory phenotype,
SASP), biogeneze pecherzykow zewnatrzkomorkowych (ang. extracellular vesicles, EVs) oraz
proces autofagii. Kazdy z tych elementéw zostat przedstawiony nie tylko jako odrebne
zjawisko, ale przede wszystkim w kontekscie ich wzajemnych korelacji, co jest niezbedne dla
zrozumienia postawionej hipotezy badawczej. We wstepie potozono takze szczegdlny nacisk
na omowienie roli komoérek miegéni gladkich aorty oraz ich udzialu w stabilnosci blaszki
miazdzycowej, co wyraznie osadza badania w problematyce sercowo-naczyniowe;.

Pani mgr Targonska prawidtowo zidentyfikowata luki w dotychczasowej wiedzy
naukowej. Doktorantka stusznie punktuje niedostateczny stan wiedzy na temat dynamiki zmian
zachodzacych w czasie procesu starzenia (rozroéznienie na faz¢ wczesng i p6zng) oraz brak
jasnych danych dotyczacych wplywu autofagii na profil wydzielniczy pecherzykow
zewnatrzkomorkowych w starych komorkach VSMC. Wskazanie na te deficyty poznawcze
stalo si¢ silnym i przekonujagcym wuzasadnieniem dla podjecia badan wilasnych oraz
sformulowania hipotezy. Uzasadnienie potrzeby przeprowadzenia badan zostato sformutowane
w sposoOb rzetelny 1 wieloaspektowy. Doktorantka trafnie argumentuje, ze lepsze poznanie

sekretomu komorek starzejacych si¢ moze przyczyni¢ si¢ do odkrycia nowych biomarkerow
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diagnostycznych oraz celow terapeutycznych w leczeniu miazdzycy. Wykazanie potencjatu
aplikacyjnego wynikow, przy jednoczesnym zachowaniu wysokiego poziomu analizy
podstawowych mechanizméw biologicznych, $wiadczy o duzej $wiadomosci naukowej
autorki. Podsumowujac, wstep rozprawy jest kompletny, merytorycznie poprawny i stanowi
solidny fundament teoretyczny, ktéry w pelni uzasadnia celowos$¢ podjetych wysitkow
badawczych. Podczas obrony publicznej kilka kwestii omawianych we wstgpie wymaga jednak
wyjasnia lub doprecyzowania.

e W sekeji 1.3, Doktorantka w cze$ci dotyczacej omawiania IL-10 wspomina o kaspazie
5 lub 11. W konteks$cie komorek cztowieka kluczowe sg kaspazy 1, 4 1 5. Kaspaza 11
jest charakterystyczna dla myszy (ortolog ludzkich kaspaz 4/5). Warto doprecyzowac
gatunek.

o Fragment dotyczacy ,,przemieszczania si¢ z powierzchni komorki do jgdra” jest mato
precyzyjny. IL-la wystepuje w formie zwigzanej z btong Iub prekursorowej
w cytoplazmie; jej forma zwigzana z chromatyng faktycznie dziata w jadrze (doktadnie
system IL-1 w jadrze obejmuje prekursorowg posta¢ interleukiny 1), ale sformutowanie
0 ,,przemieszczaniu si¢ z powierzchni” sugeruje ruch z zewnatrz do $rodka, co nie jest
zgodne z obecnym stanem wiedzy.

e W pracy opisano FKBP12 jako receptor podczas gdy FKBP12 jest immunofiling
(chaperonem), a nie receptorem w klasycznym tego stowa znaczeniu.

e Zdanie ,,Sciezka aktywowana cytozolowym DNA, w ktérej uczestniczq biatka ¢GAS-
STING reguluje SASP w odpowiedzi na dziatanie interferonu.” sugeruje, ze to interferon
aktywuje cGAS-STING. W rzeczywistosci jest odwrotnie: to aktywacja cGAS-STING
przez cytozolowe DNA prowadzi do produkcji interferonow typu I (IFN) i innych
czynnikow SASP.

e W rozdziale 1.5 podano datg ,, druga potowa lat 40. XIX w.” Erwin Chargaff prowadzit
te badania w latach 40. XX wieku.

e W tekscie dysertacji wspomniano o wytycznych ISEV z 2011 roku. Warto jednak
zaznaczy¢  (lub  uaktualni¢), Ze najnowsze wytyczne MISEV 2023

(https://doi.org/10.1002/jev2.12404) (oraz wczesniejsze 2018) ktadg ogromny nacisk na
to, by unika¢ terminow ,egzosomy” i ,mikropgcherzyki” w odniesieniu do
wyizolowanych czastek, jesli nie potwierdzono ich biogenezy. Zaleca si¢ stosowanie

terminéw opartych na wielkosci: mate EVs (sEVs) 1 duze EVs (IEVs). Tekst o tym

ul. Pigonia 1, 35-310 Rzeszow
tel.ffax: +48 17851 85 10 \r

e-mail: mwnuk@ur.edu.pl


https://doi.org/10.1002/jev2.12404

wspomina, ale brak w nim pewnej konsekwencji, w efekcie czego Doktorantka podczas
omawiania tej tematyki operuje nomenklaturag wczesniej stosowang na przemian
Z NOW3.

e W rozdziale 1.6.1 doktorantka wspomina o PAS. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze
w komorkach ssakéw PAS jest pojeciem nieco dyskusyjnym — czesciej uzywa si¢
okreslenia omegasom (struktura powstajaca z retikulum endoplazmatycznego). PAS
jest terminem wywodzacym si¢ z badan nad drozdzami. Warto mie¢ to na uwadze, gdyz

badania prowadzone w ramach niniejszej pracy byty na komorkach ssaczych.

Przedstawiony cel pracy doktorskiej jest osadzony w aktualnych nurtach badawczych
biologii komorki, taczac klasyczng gerontologic z nowoczesng analiza pecherzykow
zewnatrzkomorkowych i1 autofagii. Cele szczegotowe sg sformutowane w sposob konkretny;
wykorzystanie zaawansowanych narzedzi, takich jak analiza transkryptomu i proteomu, nadaje
pracy charakter kompleksowy (tzw. podejscie ,,omiczne”), co jest obecnie standardem
w naukach biologii eksperymentalnej. Pod wzgledem strukturalnym cele logicznie wynikaja
z nakre§lonego we wstepie tla klinicznego, tworzac spojny ciag od obserwacji fenotypowych
po poszukiwanie mechanizméw regulacyjnych (rola autofagii).

Podsumowujac, sformulowany cel naukowy spelnia wymog niezb¢dny dla uznania
ocenianej pracy doktorskiej za odpowiadajacy poziomowi jakim powinna odznaczad si¢
praca doktorska, poniewaz jego realizacja istotnie poszerza dotychczasowa wiedze oraz
stanowi przyczynek do oryginalnego rozwiazania problemu naukowego.

Rozdziat ,Materialy i Metody” jest przygotowany na bardzo wysokim poziomie
szczegblowosci, co w kontek$cie pracy doktorskiej jest kluczowe dla zapewnienia
powtarzalno$ci badan. Doktorantka precyzyjnie opisata kazdy aspekt warsztatu badawczego,
od pochodzenia linii komoérkowych, przez skomplikowane receptury buforéow, az po
zaawansowane procedury mikroskopowe itd. Przedstawiony opis metod i technik badawczych
jest wyjatkowo skrupulatny i w pelni umozliwia ich odtworzenie przez innego badacza, co
stanowi fundament rzetelnej metodologii naukowej. Sekcja dotyczaca hodowli komdrkowe;j
(3.1.1) zawiera nie tylko nazwe linii i dostawcy (ATCC), ale rowniez kompletny sktad pozywki
wraz ze st¢zeniami suplementdw oraz precyzyjne parametry inkubacji. Szczegdlnie
wartosciowe sg tabele (3.1 1 3.2) zawierajace wykaz przeciwcial; podanie nie tylko

producentdw 1 rozcienczen, ale takze mas bialek, pochodzenia przeciwcial oraz specyficznych
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buforéw blokujacych, eliminuje najczgstsze zrodio btedéw w technice Western blot. Podobng
precyzje wida¢ w zestawieniu odczynnikoéw chemicznych (Tabela 3.3), gdzie uwzgledniono
rozpuszczalniki i st¢zenia roztworéw wyjsciowych. Opis procedur zwigzanych z mikroskopia
elektronowg (3.2.8) zastuguje na wyrdznienie ze wzgledu na swoja kompleksowos¢ —
uwzglednienie etapéw odwadniania, sktadu uzytych odczynnikow oraz precyzyjnych czasow
i temperatur inkubacji (np. inkubacja z asparaginianem olowiu Waltona w 60°C) pozwala na
wierne odtworzenie przygotowania preparatoéw ultrostrukturalnych. Rowniez opisy metod
analitycznych, takich jak wyznaczanie indeksu autofagicznego (3.2.3) czy skumulowanej
liczby podwojen populacji (3.2.1), s jasne i wzbogacone o wzory matematyczne, co usuwa
pole do interpretacji wynikéw. Metodyka barwien immunocytochemicznych (3.2.7)
i cytochemicznych (3.2.6) zawiera krytyczne informacje o czasach utrwalania, st¢zeniach
detergentow (Triton X-100) oraz uzyciu specyficznego oprogramowania do analizy obrazu
(ImagelJ, NIS Elements), co domyka proces badawczy od eksperymentu do kwantyfikacji
danych. Jedynym drobnym elementem, ktory mozna by uzupehi¢ dla petnej perfekcji, jest
podanie numerdéw katalogowych wszystkich przeciwciat (cho¢ nazwa producenta i antygenu
zazwyczaj wystarcza do ich identyfikacji). Nalezy tym samym podkresli¢, ze rozdziat ten jest
wzorcowym przykladem dokumentacji laboratoryjnej, faczacym rygor techniczny
z przejrzystoscig struktury. Nalezy tez podkresli¢, ze Doktorantka wykazuje si¢ biegtoscia
w laczeniu klasycznych technik izolacji z zaawansowanymi technologiami ,,omicznymi”
(RNAseq, proteomika LC-MS/MS, znakowanie TMTpro).

Przy tak szczeg6towym opisie technologicznym wkradto si¢ jednak kilka niescistosci, ktore

warto wyjasni¢ w tym miejscu.

e Doktorantka zastosowata okreslenie ,,3% roztwor zelazo (II) cyjanku potasu” (rozdziat
3.1.3.6. ) poprawna polska nazwa to Zelazocyjanek potasu lub heksacyjanozelazian(II)
potasu.

e W zakresie wyznaczania indeksu autofagicznego (Sekcja 3.2.3) doktorantka nie
zdefiniowala normalizacji. Wzor sugeruje poréwnanie stosunku LC3B II/I. Jednakze
zgodnie z wytycznymi Guidelines for the use and interpretation of assays for
monitoring autophagy uwaza si¢, ze LC3B-II nalezy normalizowa¢ do bialtka
referencyjnego (np. GAPDH), a nie do LC3B-1. Wynika to z faktu, ze forma LC3B-I
jest czgsto mniej stabilna, stabiej wykrywana przez przeciwciata lub jej poziom

drastycznie spada przy silnej indukcji autofagii, co sztucznie zawyza wynik indeksu.

ul. Pigonia 1, 35-310 Rzeszow
tel.ffax: +48 17851 85 10 \r

e-mail: mwnuk@ur.edu.pl



e Doktorantka podaje: "najpierw ultrawirowano przez 30 minut przy predkosci 10000 x
g". Formalnie 10000xg to wirowanie przy duzej predkosci, a nie ultrawirowanie.
Ultrawirowanie zaczyna si¢ zazwyczaj >20000xg. Taki opis wskazywa¢ moze, ze cho¢
uzyto ultrawiréwki, terminologicznie etap 10000xg postuzyt do usuwania duzych
pecherzykow (mikropecherzykow) i fragmentéw komorek, a nie wlasciwego osadzania
matych EVs (egzosomow). Warto sprawdzié, czy jest to btad edytorski czy faktycznie
wykorzystano technike wirowania przy duzej predkosci.

e W opisie syntezy drugiej nici cDNA podano, Ze uzyskuje si¢ strukture hybrydowa, ktéra
jest przeksztalcana w dwuniciowe cDNA z wiaczeniem dUTP. To prawda, ale brakuje
kluczowej informacji: aby zachowac specyficzno$¢ niciowa, matryca RNA musi zostac¢
zdegradowana (zazwyczaj przez RNaze H) przed synteza drugiej nici. Bez tego opisu
proces wydaje si¢ niekompletny.

e Doktorantka napisala: ,, llosci peptydow EVs nie wyrownywano przed znakowaniem ( ...)
przyjmujqgc, Ze pomiedzy badanymi grupami mogg wystepowac istotne roznice
w sktadzie”. To podej$cie jest ryzykowne merytorycznie. W metodzie TMT, jesli jedna
proba ma 10 pg, a druga 37 ug peptydow, sygnat z kanaléw reporterowych bedzie
drastycznie roézny, co moze prowadzi¢ do bledow normalizacji matematycznej
1,,wypchnigcia” stabszych probek poza zakres czutosci spektrometru. Standardowo
wyrownuje si¢ ilosci biatka, a réznice w sekrecji analizuje si¢ jako osobny parametr

(ilos¢ EVs/komorke).

Rozdzial 4 ,,Wyniki” oceniam jako bardzo wartosciowy z punktu widzenia recenzenta,
zaréwno pod wzgledem merytorycznym, metodologicznym, jak i sposobu prezentacji
danych. Rozdzial ten stanowi trzon pracy, wykazujac gl¢bokie powiazanie mie¢dzy
procesami wewnatrzkomorkowymi (autofagia, DDR) a komunikacja
zewnatrzkomorkowg (SASP, EVs). Rozdzial zostal zaplanowany w sposob przemyslany i
sekwencyjny. Jak juz wczesniej wspominalem przedstawiona w dysertacji strategia
badawcza zastluguje na wysoka ocene, przede wszystkim ze wzgledu na kompleksowe i
wielowymiarowe podejscie do zjawiska starzenia komérkowego. Doktorantka stusznie
identyfikuje starzenie jako proces dynamiczny a wyodrgbnienie etapu wczesnego (SIPS 1) oraz
poznego (SIPS 1V) pozwolito na precyzyjne przesledzenie ewolucji fenotypu starzeniowego,
co stanowi istotng warto§¢ dodang pracy. Wykorzystanie doksorubicyny jako induktora

starzenia przyspieszonego jest metoda dobrze ugruntowang w literaturze przedmiotu, a
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odwotanie si¢ do wczesniejszych optymalizacji zespotu badawczego (potwierdzajacych brak
wplywu na zywotnos$¢ przy jednoczesnym hamowaniu proliferacji) dowodzi rzetelnosci w
przygotowaniu modelu. Réwnolegle zestawienie modelu SIPS z modelem replikacyjnym (RS)
nadaje uzyskanym wynikom charakter uniwersalny i pozwala na szerszg interpolacje
wnioskow. Doktorantka rozpoczyna od fundamentalnej charakterystyki modeli starzenia (SIPS
1 RS), co stanowi niezbedng bazg do dalszych, bardziej zaawansowanych analiz. Przej$cie od
zmian morfologicznych, przez markery molekularne, az do kompleksowych badan
proteomicznych i funkcjonalnych (autofagia), pozwala czytelnikowi na plynne zrozumienie
dynamiki badanego procesu. Najsilniejszg strong tego rozdziatu jest multidyscyplinarne
podejscie do weryfikacji postawionych hipotez. Doktorantka nie polega na jednej metodzie,
lecz stosuje podejscie kompleksowe do weryfikacji wynikow.

Ewaluacja zmian morfologicznych zostala przeprowadzona w sposob szczegdlowy i jest
w pelni zgodna z klasycznymi cechami procesu starzenia komorkowego, takimi jak
rozptaszczenie komorek, powigkszenie jader oraz gleboka przebudowa -cytoszkieletu.
Szczegblng uwage zwraca obserwacja ,,opalizujacych struktur wypeklionych aktyng”
(interpretowanych jako fragmenty komorek), co sugeruje postgpujace w czasie zmiany
w adhezji lub fragmentacj¢ dystalnych cze$ci wypustek, nasilajaca sie¢ w stadium SIPS IV.
Analiza ultrastrukturalna, wykonana z wykorzystaniem transmisyjnej mikroskopii
elektronowej, dostarcza przekonujacych dowoddéw na reorganizacje organelli.

Opis zmian w cytoplazmie starych fenotypowo komodrek, manifestujacy sie
pecznieniem mitochondriow 1 retikulum endoplazmatycznego oraz dezintegracja aparatu
Golgiego, stanowi trafng charakterystyke fenotypu. Kluczowym merytorycznie spostrzezeniem
jest odnotowanie wzrostu liczby ciatek wielopecherzykowych (MVBs), co tworzy logiczne
przejscie do dalszej czesci pracy poswieconej EVs. Zastosowanie testu aktywnosci SA-B-gal
oraz analizy inkorporacji BrdU pozwolito na jednoznaczng walidacje¢ stanu starzenia. Autorka
trafnie dostrzega rdznice w intensywnosci barwienia metabolicznego miedzy etapami [ 11V, co
wskazuje na postepujaca dysfunkcje lizosoméw. Interesujagcym wynikiem jest wyzszy odsetek
komorek proliferujagcych w modelu RS (25% BrdU+) w poréwnaniu do modelu SIPS (5%), co
sugeruje wicksza heterogenno$¢ populacji starzejacej si¢ replikacyjnie wzgledem
zsynchronizowanej indukcji chemiczne;.

W zakresie dynamiki uszkodzen DNA (DDR), analiza skupisk YH2AX 1 53BPI

dostarcza istotnych danych o kinetyce naprawy. Fakt, ze w stadium SIPS IV ro$nie liczba
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komorek bez uszkodzen w porownaniu do SIPS I, $wiadczy o sprawnosci systemow
naprawczych w czg$ci populacji, przy jednoczesnym zachowaniu ,trwatego” uszkodzenia
u pozostatych komorek, co wnosi wazny wktad w zrozumienie trwato$ci sygnalu DDR. Analiza
ekspresji genow $ciezek p53/p21 oraz pl6/pRB potwierdza klasyczny mechanizm indukcji
senescencji, wykazujac jednoczesnie r6zng dynamike markerow: o$ p53-p21 dominuje w fazie
wczesne] (SIPS 1), natomiast sukcesywny wzrost ekspresji CDKN2A (pl6) koreluje
z utrwaleniem stanu starzenia w stadium SIPS IV i RS. Dane te sg spojne z modelem ,,p21-p16
switch”. Dodatkowo, spadek ekspresji laminy B1 (LMNBI1) oraz biatka HMGBI we
wszystkich modelach stanowi rzetelne potwierdzenie zmian w organizacji chromatyny i otoczki
jadrowej. Doktorantka dokonala réwniez istotnej walidacji wynikow proteomicznych (MS) za
pomoca metody Western blot, wykazujac wysoka zbiezno$¢ wynikoéw obu technik. Stusznie
zauwazono przy tym, ze dla niektérych markeréw (np. HMGB1) zmiany sg wyrazniejsze na
poziomie biatka niz mRNA, co wskazuje na istotng role regulacji potranskrypcyjnej lub
procesow sekrecji.

Z kolei w tym aspekcie analizy transkryptomu (RNAseq) oraz zastosowanie proteomiki
ilosciowej (TMT-MS) pozwolito Doktorantce na konfrontacje otrzymanych wynikow RNAseq,
co z kolei sugeruje na istotne roznice potranskrypcyjne. W pracy Doktorantka dobrze dobratla
takze zestaw metod walidacjyjnych (Western blot, ELISA, immunocytochemia) dla wynikow
otrzymanych technikami wysokoprzepustowymi. Zastosowanie mikroskopii elektronowe;j
(TEM) réwniez byto trafne poniewaz dostarczyto unikalnych dowodow ultrastrukturalnych,
wizualnie potwierdzajac dane biochemiczne (np. obecnos¢ ciatek wielopecherzykowych).

Moim zdaniem badania nad proteomem EVs stanowia najbardziej nowatorski
fragment rozdzialu. Doktorantka wykazala si¢ duzg rzetelnoS$cig, stosujac wytyczne
MISEV (uzycie markerow pozytywnych i negatywnych, analiza NTA). Kluczowym i
niezwykle cieckawym wynikiem jest wykazanie, ze proteom EVs jest bardziej specyficzny
dla typu starzenia niz proteom calych komorek, co stanowi nowatorskie spojrzenie w
zakresie poszukiwania precyzyjnych biomarkerow.

Nalezy jednoczesnie zaznaczyC, ze wykorzystanie analizy NTA pozwolilo
udokumentowa¢ dwukrotny wzrost sekrecji EVs w stadium SIPS IV, co potwierdza, ze
intensywno$¢ tego procesu narasta wraz z ,,dojrzewaniem” fenotypu. Czystos¢ frakcji zostata
zweryfikowana zgodnie z wytycznymi MISEV, przy uzyciu markerow pozytywnych (CD63,
CD81, TSG101) i negatywnych (GM 130, TOMM20). Szczegotowa analiza rozktadu wielkosci
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(co 30 nm) pozwolita na uchwycenie wzrostu populacji najmniejszych pgcherzykéw (30-60
nm). Uzupehieniem tych badan jest analiza fenotypu sekrecyjnego, gdzie wykazano m.in. 5-
krotny wzrost sekrecji IL-6. Rdznice w profilu cytokin miedzy modelami SIPS i RS sugeruja,
ze mimo wspolnych markerow, intensywno$¢ stanu zapalnego moze by¢ odmienna
w zaleznosci od czynnika indukujacego starzenie.

Z kolei rozdziat 4.6, dotyczacy autofagii, zastuguje na uznanie krytyczna analize¢
niejednoznacznych danych. Autorka nie ignoruje rozbiezno$ci migdzy wynikami MS a Western
blot dla biatka p62, lecz podejmuje probe ich wyjasnienia poprzez dodatkowe eksperymenty
(immunocytochemia). Wnioskowanie o zahamowaniu fluxu autofagicznego na podstawie
akumulacji p62 i LC3-II jest logiczne 1 dobrze uzasadnione literaturg. Dane sg zaprezentowane
w sposoOb czytelny i atrakcyjny dla czytelnika: Wykresy Volcano i diagramy Venna idealnie
pozwalaja na prezentacje ogromnej ilosci danych ‘omicznych’, mapy ciepta (Heatmaps)
pozwalaja na szybka identyfikacj¢ trendow w ekspresji bialek, analiza szlakow REACTOME
nadaje wynikom z kolei sens biologiczny, wykraczajac poza proste listy gendw/biatek.
Stosowanie odlegto$ci Manhattan do wytaniania kluczowych ,,gendw/biatek™ jest ciekawym
i obiektywnym zabiegiem statystycznym. Dodatkowo ostatni etap pracy oparty na
zaawansowanych analizach ,,omicznych” utrzymuje wysoki standard edytorski. Analiza
gléwnych sktadowych (PCA) klarownie wizualizuje relacje migdzy modelami, wskazujac na
odrebno$¢ mechanizmu starzenia indukowanego doksorubicyng od wyczerpania potencjalu
replikacyjnego. Zastosowane narzgdzia statystyczne, w tym diagramy Venna oraz wykresy
typu Volcano, dostarczaja duzej ilosci danych poddanych poprawnej interpretacji.
Wyodrgbnienie 20 gendéw o najwyzszej zmiennosci (DEG) pozwala na szybka identyfikacje
kluczowych regulatoréw procesu, co dopelnia obraz przedstawiony w dysertacji.

Do tej czgsci mam kilka pytan wynikajacych nie z krytyki otrzymanych danych, a zwyktej
ciekawosci badacza:

e Czym podyktowany byt wybor konkretnych punktéw czasowych dla etapow SIPS [ oraz
SIPS IV? Czy dynamika zmian morfologicznych i molekularnych w tych punktach byta
liniowa, czy tez obserwowano gwaltowne ,,skoki” fenotypowe?

e Cho¢ Doktorantka zauwaza roznice migdzy poziomem mRNA a biatka (np. dla
HMGB1), w tekécie brakuje nieco glebszego komentarza na temat mozliwych

mechanizmow (np. stabilnos$¢ biatka, miRNA, selektywne wydzielanie do EVs).
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Doktorantka wspomina, ze poziom p21 w SIPS IV spada ponizej poziomu kontroli (str.
90/92). Jest to intrygujacy wynik, czg¢sto obserwowany w bardzo starych komorkach,
gdzie blokada cyklu zostaje przejeta catkowicie przez pl16. Warto bytoby w dyskusji
odnies¢ si¢ do tego, czy moze to wynika¢ z degradacji proteasomalnej p21 w poznej
fazie starzenia.

Z czego, zdaniem Doktorantki, wynika znaczaca réznica w odsetku komorek
proliferujacych (inkorporacja BrdU) miedzy modelem RS (25%) a SIPS (5%)? Czy
mozna uzna¢ model SIPS za bardziej homogenny model starzenia do badan
molekularnych?

W opisie ultrastruktury wspomniano o ,oobrazie chaosu” w cytoplazmie. Czy
obserwowana dezintegracja aparatu Golgiego 1 pgcznienie ER moga bezposrednio
wplywaé na obserwowany profil sekrecji EVs?

Jaka funkcje biologiczng moga pelni¢ opisywane ,,0palizujace struktury wypetnione
aktyna”? Czy moga by¢ one forma pgcherzykoéw apoptotycznych lub innych duzych
struktur zewnatrzkomorkowych, ktdre nie zostaty ujete w analizie NTA?

W pracy wykazano mechanizm ,,p21-pl6 switch”. Czy na etapie SIPS 1V, gdy
dominuje p16, ekspresja p21 catkowicie zanika, czy jedynie stabilizuje si¢ na nizszym
poziomie? Jakie to ma znaczenie dla trwato$ci blokady cyklu komérkowego?

Spadek poziomu HMGB1 w jadrze jest klasycznym markerem starzenia. Czy
zaobserwowano pojawienie si¢ tego biatka w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej (jako
elementu SASP)?

Analiza NTA wykazata wzrost populacji najmniejszych pecherzykow (30-60 nm)
w starzeniu. Czy na podstawie dostepnej literatury lub analiz proteomicznych mozna
przypuszczacé, ze ta konkretna subpopulacja niesie specyficzny tadunek biologiczny (np.
konkretne miRNA lub biatka)?

Wykazano znaczaco wyzsza sekrecje IL-6 w modelu SIPS w poréwnaniu do RS. Czy
sugeruje to, ze starzenie indukowane chemicznie (genotoksyczne) generuje silniejsza
odpowiedz zapalng niz starzenie replikacyjne? Jakie moga by¢ tego konsekwencje in
vivo?

Analiza PCA wyraznie oddzielita model RS od modeli SIPS. Ktére grupy genow

(wedlug ontologii GO) w najwiekszym stopniu determinowaty t¢ separacjg?
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e W przypadku rozbieznosci miedzy poziomem mRNA a biatka (np. dla HMGB1), jakie
mechanizmy potranskrypcyjne lub procesy degradacji biatek moga bra¢ udziat
w regulacji tych markeréw w starzejacych si¢ komorkach?

e W aspekcie wynikow zaprezentowanych na rycinie 4.47 oraz innych wynikow
wskazujacych na wzrost sekrecji EVs (potwierdzony wczesniej przez NTA) zachodzi
przy obnizonym poziomie mRNA Rab27a. Czy mozliwe jest, ze w komorkach
starzejacych si¢ dochodzi do przesuniecia pecherzykéw ze szlaku degradacji
lizosomalnej (ostabionej, co wykazano w wynikach dot. autofagii) w strone szlaku
sekrecyjnego, nawet bez zwigkszania ilo$ci biatek efektorowych typu Rab?

e W odniesieniu do wynikdéw zaprezentowanych na rycinie 4.50 zastanawiajacy jest silny
wzrost formy LC3B I po podaniu bafilomycyny we wszystkich grupach. Zazwyczaj
spodziewamy si¢ wzrostu gtownie formy ufosforylowanej. Moze to sugerowac, ze
blokada degradacji wywotuje petle sprzgzenia zwrotnego nasilajaca de novo synteze
LC3, co jest mechanizmem obronnym komorki przed nadmiarem niezdegradowanego
materiatu. Czy brak znaczacych roznic w poziomie akumulacji LC3B II migdzy
kontrolg a SIPS IV po podaniu Baf Al sugeruje, ze problemem w starzeniu nie jest
calkowity brak produkcji autofagosomow, lecz raczej ich przetadowanie lub
spowolniona dynamika degradacji.

Rozdzial dyskusja zawiera dojrzala i merytoryczna polemik¢ z opublikowanymi
wczesniej wynikami. Dyskusja wskazuje jednoznacznie, Zze otrzymane wyniki stanowia
wartosciowy wklad w zrozumienie biologii starzenia komorkowego, ze szczegolnym
uwzglednieniem komorek miesni gladkich aorty. Kluczowym punktem dyskusji jest odejscie
Doktorantki od postrzegania starzenia jako statycznego punktu koncowego, wykazujac, ze
fenotyp starzeniowy ewoluuje w czasie, co prowadzi do wyksztalcenia odmiennych cech na
wczesnym 1 péznym etapie starzenia indukowanego (SIPS) oraz w starzeniu replikacyjnym
(RS).

Praca wnosi istotne spostrzezenia dotyczace struktur SCAFs (ang. semnescent-cell adhesion
fragments). Ich identyfikacja w starzejacych si¢ VSMC oraz powigzanie z uwalnianiem
wzorcow molekularnych zwigzanych z uszkodzeniami (ang. damage-associated molecular
patterns, DAMPs) rzuca nowe $wiatlo na mechanizmy prozapalne w obrebie blaszki
miazdzycowej. Doktorantka trafnie interpretuje roOwniez zmiany w organellach, takich jak

aparat Golgiego 1 siateczka S$rodplazmatyczna, taczac ich powigkszenie ze wzmozong
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aktywnoscig sekrecyjng komorek starych. Wnikliwa analiza klasycznych markerow, takich jak
p211pl6, pozwolila na potwierdzenie hipotezy o ich czasowej kaskadzie: o ile p21 (kodowane
przez CDKNI1A4) dominuje na etapie inicjacji starzenia, o tyle pl16 (kodowane przez CDKN24)
przejmuje role glownego czynnika podtrzymujacego blokade cyklu komodrkowego na
pozniejszych etapach. Jest to spostrzezenie o duzym znaczeniu diagnostycznym, sugerujace, ze
dobor biomarkeréw musi by¢ $cisle skorelowany z zaawansowaniem procesu senescencji.
Szczegolnie silna strona dyskusji jest konfrontacja wlasnych  wynikow
transkryptomicznych i proteomicznych z literatura fachowa. Doktorantka rzetelnie
analizuje rozbiezno$ci miedzy swoimi danymi a wynikami innych zespoléw, wskazujac na
réznice w modelach komodrkowych oraz metodach doboru grup kontrolnych jako zrodio
zmiennosci. Wykazanie obecnos$ci specyficznych IncRNA, takich jak PURPL i LINC02154, w
grupie gendw najsilniej zmieniajacych si¢, otwiera nowe mozliwosci w poszukiwaniu
stabilnych markerow starzenia. Z kolei analiza proteomiczna biatek macierzy
zewnatrzkomorkowej (ECM) — w tym kolagendow typu I 1 III — dostarcza bezposrednich
dowodow na aktywna role starych VSMC w przebudowie strukturalnej naczyn, co ma
krytyczne znaczenie dla stabilnosci blaszek miazdzycowych i ryzyka ich pekania. Podobnie
cze$¢ dyskusji poswiecona EVs, wpisuje si¢ w najnowocze$niejsze trendy badawcze.
Doktorantka wykazuje, ze EVs wydzielane przez stare komorki niosg specyficzny tadunek
biatkowy zwigzany z krzepnigciem, odpowiedzig zapalng i organizacja ECM. Poréwnanie
proteomu EVs pochodzacych z VSMC z wynikami uzyskanymi z fibroblastow oraz osocza
0sOb starszych pozwala na sformutowanie wniosku o czgsciowej uniwersalnosci sygnatury
starzeniowej w pecherzykach, przy jednoczesnym zachowaniu specyfiki tkankowej (np. w
przypadku biatka HAPLNI1). Calos¢ wywodu jest spojna, logiczna i metodologicznie
dojrzala, udowadniajac, ze gleboka charakterystyka fenotypu sekrecyjnego starych
komorek miegsni gladkich jest niezb¢dna dla zrozumienia patogenezy chorob ukladu
sercowo-naczyniowego zwiazanych z wiekiem.

Po przeczytaniu Dyskusji nasunelo si¢ mi jednak kilka pytan (z prosba o ewentualne

odniesienie si¢ do nich podczas publicznej obrony):

o Doktorantka sugeruje, ze spadek liczby skupisk 53BP1 w p6znym starzeniu (SIPS IV)
oznacza, ze komorki ,, przypominajq komorki kontrolne”. Nalezy jednak zachowad
ostrozno$§¢ w tego typu stwierdzeniach, poniewaz spadek widocznych markerow

naprawy nie musi oznacza¢ naprawienia DNA, lecz moze wynikaé z wygaszenia $ciezki
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DDR lub ,,ukrycia” uszkodzen w strukturach chromatyny, ktére nie sg juz dostepne dla
biatek naprawczych.

e Na stronie 159 Doktorantka twierdzi, ze SA-B-gal , prawdopodobnie nie odgrywa
zadnej roli w starzeniu”. Cho¢ enzym ten nie jest przyczyna starzenia, nowsze badania
sugeruja, ze zwickszona aktywno$¢ lizosomalna (ktorej markerem jest ten enzym) jest
kluczowa dla przetrwania komorki w stanie senescencji (autofagia, metabolizm).
Stwierdzenie, ze nie odgrywa ,,Zadnej roli”’, moze by¢ uznane za zbyt kategoryczne.

e Wykazano, ze populacja RS jest bardziej heterogenna pod wzgledem wbudowywania
BrdU niz komorki po doksorubicynie. Czy ta heterogenno$¢ wptywa na wyniki
proteomiczne catych populacji? Czy nie zaciera ona rdznic mie¢dzy ,,prawdziwie”
starymi komoérkami a tymi, ktore po prostu wolniej dzielg si¢ w populacji RS?

o Skoro ekspresja genu CDKNI1A4 (p21) jest wysoka, a poziom biatka p21 spada w fazie
SIPS 1V, jakie mechanizmy posttranskrypcyjne lub degradacji biatka bierze
Doktorantka pod uwage? Czy moze to wynika¢ z aktywno$ci proteasomoéw, ktdra
zmienia si¢ w czasie starzenia?

e Doktorantka wspomina o znaczeniu SCAFs w kontekscie miazdzycy. Czy w badanych
probkach (lub dostgpnych danych in vivo) zaobserwowano korelacje miedzy iloscia
tych fragmentow a stopniem niestabilno$ci blaszki? Jak SCAFs maja si¢ do procesow
zwapnienia naczyn?

e SIPS indukowano doksorubicyng. Jest to lek chemioteutyczny o specyficznym
mechanizmie dzialania (interkalacja, inhibicja topoizomerazy II). Na ile
zaobserwowane zmiany w proteomie s3 uniwersalne dla starzenia, a na ile sa
specyficzng odpowiedzig na ten konkretny stresogen w poréwnaniu np. do starzenia
indukowanego nadtlenkiem wodoru?

e W teksécie zauwazono, ze poziom kolagenéw (COL1A1, COL1A2) ro$nie w SIPS 1,
a spada w SIPS IV. Jak to si¢ ma do stabilno$ci blaszki miazdzycowej? Czy faza SIPS
IV (p6zna) jest faza, w ktorej stare komorki VSMC stajg sie najbardziej niebezpieczne
(sprzyjaja pekaniu blaszki przez spadek syntezy kolagenu)?

Niezaleznie od moich licznych pytah chcialbym raz jeszcze podkresli¢, ze przedlozona do
oceny rozprawa doktorska jest w mojej ocenie bardzo cennym merytorycznie
opracowaniem naukowym. Doktorantka przekonujaco argumentuje, ze akumulacja starych

komoérek VSMC w czapeczce witoknistej prowadzi do nieefektywnej naprawy tkanki, co w
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konsekwencji drastycznie zwigksza ryzyko peknigcia blaszki, a tym samym wystgpienia udaru
lub zawalu serca. Oceniana praca posiada rowniez potencjal aplikacyjny. Identyfikacja
specyficznych markerow biatkowych w pecherzykach zewnatrzkomoérkowych otwiera
obiecujace perspektywy w diagnostyce nieinwazyjnej, mogac stuzy¢ do oceny zaawansowania

procesOw starzenia naczyn na podstawie rutynowej analizy krwi.

Whiosek koncowy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr Alicji Targonskiej w pelni spelnia
warunki okreslone w art. 187 ust. 1 1 2 Ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia
20 lipca 2018 r. (Dz. U. 2023 r. poz. 742).

Stwierdzam, takze, iz:

1. Sposob ujecia tematu, rzetelny przeglad literatury oraz precyzyjne osadzenie wynikow
w kontek$cie wspolczesnej nauki dowodza, ze Doktorantka posiada poglebiong
iugruntowang wiedze teoretycznag w dyscyplinie nauki biologiczne. Doktorantka
wykazata si¢ bieglo$cia w postugiwaniu si¢ jezykiem naukowym oraz doskonatym
zrozumieniem ztozonych proceséw biologicznych stanowigcych przedmiot badan.

2. Mgr Alicja Targonska dowiodla, ze potrafi samodzielnie planowaé i realizowaé
zaawansowane procesy badawcze. Swiadczy o tym poprawnie sformutowana hipoteza,
dobor adekwatnych, nowoczesnych metod eksperymentalnych, a takze umieje¢tnos¢
krytycznej interpretacji uzyskanych danych i wyciagania wywazonych wnioskow.

3. Oceniana praca stanowi oryginalne rozwigzanie postawionego problemu badawczego,
wnoszac istotny wklad w rozwdj dyscypliny. Wysoki potencjat aplikacyjny i
komercyjny przedstawionych rezultatéw stanowi o unikatowo$ci rozprawy na tle
dotychczasowego stanu wiedzy.

Majac powyzsze na uwadze, stwierdzam, ze praca doktorska istotnie poszerza stan
wiedzy w dyscyplinie nauki biologiczne. W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady
Naukowej Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN o dopuszczenie mgr
Alicji Targonskiej do dalszych etapow postepowania w sprawie nadania stopnia doktora.

Jednoczesnie, ze wzgledu na wyjatkowa warto$¢ naukowg oraz nowatorski charakter

wynikow o wysokim potencjale wdrozeniowym, z pelnym przekonaniem wnosz¢ do Rady

i

Rzeszow, 19/04/2026 prof. dr hab./Maciej] Wnuk

Naukowej o wyroznienie ocenianej rozprawy doktorskiej.



Krakow, 30 kwietnia 2026

Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Alicji Targonskiej, p.t. ,,Starzenie
komorek miesni gladkich aorty - zwigzek miedzy autofagia a sekrecjg
pecherzykow zewnatrzkomorkowych”

Praca doktorska wykonana w Pracowni Molekularnych Podstaw Starzenia oraz
w Pracowni Cytometrii Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego
PAN pod kierunkiem dr hab. Grazyny Mosieniak, prof. IBD

Na poziomie komoérkowym homeostaza tkanek, organdw 1 organizmow
wielokomodrkowych jest wypadkowa wielu procesow, ktore mozna zaliczy¢ do dwoch
podstawowych klas: szybkich i1 krotkotrwalych reakcji adaptacyjnych i reakcji
dlugotrwatych, niosacych dtugofalowe skutki dla fenotypu komorek, wzglednie losu
catych zespotow komoérkowych. Wplywa¢ one mogag na roéwnowage migdzy
proliferacja komorek, ich fenotypowym roznicowaniem oraz mniej lub bardziej
selektywna (auto)eliminacja, co przeklada si¢ na homeostaze¢ tkanek. Eliminacjg
komoérek zwykle poprzedza ich starzenie lub/i senescencja, ktore objawiajg sig
trwatym/nieodwracalnym zahamowaniem proliferacji komorek oraz ich gleboka
przebudowa morfologiczna, metaboliczng i funkcjonalng. Akumulacja starzejacych sie
komorek w tkankach przyczynia si¢ do ,,naturalnego” starzenia si¢ organizmu, ale tez
do rozwoju choréb zwigzanych z wiekiem. Jedng z nich jest miazdzyca, ktorej
rozwojowi sprzyja m.in. starzenie si¢ komorek mie$ni gtadkich naczyn (ang. VSMCs).
Proces ten prowadzi do rozwoju blaszki miazdzycowej, m.in. poprzez zwigckszona
aktywno$¢ sekrecyjng komorek podlegajacym programom fenotypowym zw. ze
starzeniem (m.in. Senescence Associated Secretory Phenotype; SASP). Jednym ze
zjawisk wielowymiarowo sprzezonych ze starzeniem komorek jest autofagia
(eliminacja uszkodzonych organelli lub biatek). W zaleznosci od kontekstu moze ona
wspiera¢ proces starzenia komorek (m.in. poprzez wspieranie SASP), jak i go
hamowa¢ (poprzez regeneracj¢ struktur sub-komorkowych). Celem recenzowanej
rozprawy doktorskiej byta identyfikacja zmian zachodzacych w komorkach migsni
gtadkich naczyn (VSMCs) na réznych etapach starzenia indukowanego stresem oraz
starzenia ,,replikacyjnego”. W szczegolnosci praca koncentruje si¢ na zwigzkach
migdzy  starzeniem  komorkowym,  autofagia 1 sekrecja  pecherzykow
zewnatrzkomorkowych (ang. extracellular vesicles, EVs) w kontek$cie potencjalnego
zaangazowania tych procesé6w w rozwoj miazdzycy. Recenzowana rozprawa doktorska
wpisuje si¢ w kierunek badan kluczowy dla rozwoju metod leczenia miazdzycy,
dlatego jej tematyke nalezy uzna¢ za aktualna, podazajaca za dominujacymi obecnie
trendami badawczymi.

Praca doktorska mgr Alicji Targonskiej ma charakter typowy dla tego typu
monografii: skladajg si¢ na nig: tabele skrotow, Streszczenia w jezyku polskim i
angielskim, ktore w przystgpny sposob kompilujg uzyskane wyniki i podstawowe
wnioski z nich ptynace, Wstep, opis Celéw pracy, Metod i Wynikoéw, oraz ich
Dyskusja, szczegotowe podsumowanie i zestawienie Wnioskow plynacych z pracy,
wreszcie wykaz Literatury. Objetosciowo jest ona do$¢ obszerna, gdyz liczy 202
strony, zawiera 58 rycin oraz kilkanascie tabel. Bibliografia liczy >300 pozycji, w tym
zawiera publikacje, ktore uzna¢ mozna za klasyczne, jak i nowsze prace dotyczace
tematyki rozprawy. Strona redakcyjna rozprawy nie wzbudza wigkszych zastrzezen:
praca przygotowana jest starannie, ryciny sa czytelne i wyrazne, a btedy literowe i
jezykowe, ktorych pewna liczba wkradta si¢ do tekstu pracy, nie wpltywaja na
jednoznacznie pozytywny jego odbior.

Tto tematyczne badan stanowigcych podstawe rozprawy zostalo zarysowane w jej
31-stronnicowym Wstepie. Autorka wprowadza w nim czytelnika w podstawowe
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zagadnienia dotyczace starzenia komorkowego, jak i1 kwestie potencjalnie kluczowe
dla rozwoju nowych strategii leczenia miazdzycy. W szczegdlnosci skoncentrowata sig
ona na niuansach zwigzanych z rozréznieniem mig¢dzy starzeniem replikacyjnym (RS) i
starzeniem przyspieszonym indukowanym stresem (SIPS), omowita kolejno markery
starzenia, fenotyp sekrecyjny komorek zwigzany z SASP i mechanizmy wzmozonej
produkcji czynnikéw charakterystycznych dla tego fenotypu. Nastepnie przeszta do
opisu fenotypu i funkcji komoérek mieéni gltadkich naczyn (VSMCs), wbudowujac go w
opis roli tych komoérek w rozwoju blaszki miazdzycowej i aktualnego stanu wiedzy na
temat powstawania i budowy blaszki, roli pecherzykow zewnatrzkomorkowych (EVs)
w tym procesie, fenotypowej plastycznosci VSMC 1 roli starzenia komdrkowego w
regulacji stabilnosci blaszki miazdzycowej. Wreszcie Autorka przeszta do klasyfikacji
pecherzykéw zewnatrzkomorkowych, ich biogenezy i wydzielania jako elementu
fenotypu sekrecyjnego VSMCs. Calo$¢ puentuje ona opisem roli autofagii w
utrzymywaniu zywotno$ci tych komorek i ich aktywnosci sekrecyjnej (w tym sekrecji
EVs) jako czynnika wplywajacego na lokalng homeostaze tkanek. W polaczeniu z
opisem roli statyn w starzeniu komorkowym i leczeniu miazdzycy dobor tematyki i
rozlozenie akcentéw tego rozdzialu sugeruje, ze Autorka swobodnie porusza si¢ w
tematyce zwiazanej z rozprawa. Te¢ czg$¢ rozprawy czyta si¢ dobrze, co wynika na
rowni z jej ilustratywnego jezyka i1 rycin wplecionych w jej strukturg, a jej tresc
potwierdza poglebiong wiedzg Kandydatki w zakresie przedmiotu rozprawy.

Za gtoéwne cele doswiadczen wykonanych w ramach rozprawy uznano
charakterystyke fenotypowa komdrek VSMC ulegajacych (i) starzeniu replikacyjnemu
oraz (ii) starzeniu indukowanemu stresem wywotanym ,pulsowym” podaniem
doksorubicyny. W dalszej kolejnosci Autorka postanowila przesledzi¢ (iii) udziat
autofagii w progresji tego procesu, w tym (iv) w regulacji wydzielania pgcherzykow
zewnatrzkomorkowych (EVs) przez komorki VSMC. Jako $rodki do tego celu Autorka
wytypowala poréwnanie zmian fenotypowych komoérek poddanych réznym modelom
starzenia w oparciu o: (i) analize poprzednio zdefiniowanych biomarkeréow tego
procesu, (ii) charakterystyke transkryptomu komoérek VSMC ulegajacych starzeniu
indukowanemu oraz replikacyjnemu, (iii) analizy proteomu tych komorek oraz (iv)
fenotypizacje wydzielanych przez VSMC pecherzykow i okreslenie roli autofagii w
ich generowaniu i determinowaniu ich wlasciwosci. Wprawdzie zabraklo w tym
miejscu jasno wyartykutowanej hipotezy badawczej, jednak same cele sa jasno
sprecyzowane i w petni uzasadnione trescia Wstepu rozprawy.

Metodyka badan jest mocng strong pracy doktorskiej Pani mgr Alicji Targonskie;j.
Dobor i1 spektrum wykorzystanych w badaniach technik do$wiadczalnych, ktérych
uszczegotowiony opis zostat zawarty w rozdziale Materiaty i Metody, obrazuje bogaty
warsztat badawczy Doktorantki i umiejetnos¢ wykorzystania komplementarnych
podej$¢ badawczych. Do analiz zmian w zachowaniu komoérek VSMC w trakcie ich
starzenia wykorzystano m.in. immunofluorescencyjne analizy przebiegu cyklu
komoérkowego (wbudowywanie BrdU do DNA), testy cytofluorymetryczne, analizy
ELISA, znakowanie fluorescencyjne (w tym uszkodzen DNA i lizosoméw) oraz
mikroskopi¢ elektronowg (dodatkowo wzbogacong o technik¢ ,,immunogold”).
Techniki te potaczono z analizami poziomoéw biatek z wykorzystaniem techniki
immunoblot, a kluczowym elementem catosci rozprawy byly analizy ,,omiczne”
(zar6wno samych komorek, jak i wydzielanych przez nie EVs). Na tyle, na ile bylem w
stanie to ocenié, opis metodyki jest kompletny i szczegdtowy. Stwarza on mozliwosé
powtdrzenia opisywanych doswiadczen przez osobe dysponujaca odpowiednim
sprzetem i wiedzg. Pojawia si¢ w nim nieco wyrazen slangowych i skrotow myslowych
(np.: ,komodrki na wezesnych pasazach”; ponadto nie jestem pewien, czy analizy
poziomoéw cytokin w medium z wykorzystaniem cytometru przeptywowego mozna
zaliczy¢ do technik stricte ,,cytometrycznych”). Z obowiazku recenzenta chciatbym tez
w tym miejscu poprosic¢ o doprecyzowanie zakresu jej udziatu w uzyskaniu i analizach
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opisanych w pracy wynikow badan wielkoskalowych i mikroskopowych. Jednak
niezaleznie od tych uwag uzycie urozmaiconych i wzajemnie komplementarnych
metod bardzo dobrze $wiadczy tez o warsztacie badawczym Autorki rozprawy. Tresé
tego rozdzialu pokazuje istotny i samodzielny wktad Autorki w badania, jej dobre
przygotowanie do samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, a takze §wiadczy o jej
umiejetnosci odpowiedniego wykorzystania zasad 1 metod poznawczych.

W pierwszym etapie przeprowadzonych w ramach rozprawy badan wykonano
wszechstronne analizy zmian fenotypu komérek VSMC towarzyszacych ich starzeniu.
Oparte one zostaly o badania klasycznych markeré6w tego procesu, a nastgpnie
uzupetnione o analizy transkryptomiczne i proteomiczne. Wykazaty lub potwierdzity
one szereg roznic i podobienstw miedzy starzeniem indukowanym i replikacyjnym,
ktore do pewnego stopnia zalezaly od etapu zaawansowania tego procesu. Potwierdzity
tez przydatno$¢ biatek jadrowych jako markerow wczesnych i poéznych etapow obu
typoéw starzenia, a takze wykazaly zmiany poziomoéw ekspresji genow kodujacych
biatka zwigzane z przebudowa macierzy zewnatrzkomoérkowej, przy spadku ekspresji
wielu innych genow, w tym zaangazowanych w regulacje proliferacji i naprawe DNA.
Na uwage zasluguja wyniki wskazujace na ograniczong wiarygodno$¢ niektorych
powszechnie stosowanych markerow starzenia komorkowego (np. p16, p21 i p53). Co
wigcej, analizy proteomu komoérek VSMC ujawnily dynamizacj¢ jego zmian oraz ich
czgsciowa konwergencje na poznych etapach zaréwno starzenia replikacyjnego, jak i
indukowanego. Wykazaly one tez rdznice wzglgdem komorek proliferujacych i
bedacych na wczesnym etapie starzenia indukowanego stresem. Stwierdzono wreszcie
zmiany sugerujace przeprogramowanie metaboliczne komoérek VSMC i ewolucje ich
wplywu na funkcje komoérek uktadu odpornosciowego. Dane te stanowig istotny wktad
w naszg wiedze¢ na temat natury, heterogennosci i specyficznosci komorkowej
procesow lezacych u podstaw starzenia komérkowego. Daty one rowniez asumpt do
bardziej poglebionych analiz zwiazkéw migdzy starzeniem a sekrecyjnym fenotypem
komorek VSMC.

Analizy pecherzykow zewnatrzkomorkowych wydzielanych przez komorki VSMC
wykazaly wzrost wydajno$ci ich tworzenia wraz z progresja procesu starzenia
komorek. Wraz z tym procesem, proteom EVs wydzielanych przez komorki stare ulega
tez wigkszej dywersyfikacji, co wskazuje na jego przebudowe lub/i dywersyfikacje
fenotypowa populacji starzejacych si¢ komorek. Jednak zmiany obserwowane w
proteomie pecherzykéw w znacznym stopniu odzwierciedlajg zmiany w proteomie
komoérek. W kontekscie aplikacyjnym moze to ulatwi¢ wytypowanie markerow do
oceny postepu dysfunkcji uktadu krgzenia w oparciu o analiz¢ EVs obecnych w krwi.
Na poziomie mechanistycznym zalezno$¢ miedzy spadkiem wydajnosci autofagii i
postgpujaca akumulacja pecherzykow w starzejacych sie¢ komorkach potwierdza
zwigzki miedzy tymi procesami, cho¢ wyniki doswiadczen z wykorzystaniem
inhibitorow autofagii (bafilomycyny A1l i chlorochiny) i simwastatyny wskazuja na
ztozono$¢ tych mechanizméw. Nieco szkoda, ze Autorka nie rozwingta tego tematu w
oparciu o analizy mechanistyki obserwowanych korelacji. Brak wplywu tego
ostatniego zwigzku mozna tlumaczy¢ brakiem zaangazowania cholesterolu lub/i
prenylacji biatek w indukcj¢ wydzielania EVs, jednak nasuwa si¢ pytanie jaki
mechanizm odpowiada za stabiej zaznaczong indukcj¢ wydzielania EVs w badanych
komorkach po podaniu chlorochiny. Poniewaz zwigzek ten musi si¢ dosta¢ do
lizosomow, by¢ moze zaburzenie tego procesu odpowiada za te obserwacje¢? Pytania te
nie kwestionujg jednak duzego tadunku informacyjnego niesionego przez te czes$c
rozprawy.

Podsumowujac, rozprawa systematyzuje zmiany transkryptomu, proteomu i
sekretomu towarzyszgce r6znym rodzajom starzenia komorek VSMCs 1 wspomagajace
ich akumulacj¢ w $cianach naczyn, a takze rozwdj 1 niestabilno$¢ blaszek
miazdzycowych. Koincydencja tych zmian z uposledzong autofagia wskazuje na
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zwigzki miedzy oboma procesami, ich potencjalne powigzania z fenotypem
sekrecyjnym (w tym wydzielaniem EVs) i ich konsekwencje dla rozwoju miazdzycy.
Biatka, ktore sa nadreprezentowane w EVs wydzielanych przez stare komorki VSMC
moga rzeczywiscie by¢ potencjalnymi biomarkerami rozwoju miazdzycy. Dlatego
wyniki uzyskane w rozprawie przyczyni¢ si¢ moga do lepszego zrozumienia zmian
zachodzgcych w trakcie starzenia komorek VSMC i identyfikacji markerow starzenia
do diagnostyki oraz oceny efektow leczenia chorob uktadu sercowo-naczyniowego.
Watki te znalazly odzwierciedlenie w liczacej 18 stron Dyskusji. Autorka
przeanalizowata swoje wyniki w oparciu o dane literaturowe. Tre$¢ tego rozdziatu
potwierdza jej poglebiona wiedzg¢ w zakresie przedmiotu rozprawy, umiejgtnosé
krytycznego podejScia do uzyskanych wynikéw, a takze jej samodzielnosé¢
intelektualng. Z drugiej strony po lekturze tej czgséci rozprawy nasuneto mi si¢ kilka
pytan. Na przyktad:

- co oznacza¢ moze wzrost wbudowywania BrdU w ,,p6znych” etapach starzenia
VSMCs (Ryc. 4.4D)? Czy nie jest to oznaka odbudowy potencjatu proliferacyjnego
czescei komorek?

- na ile EVs moga by¢ poklosiem ,zdarzen apoptotycznych”, ktére najpewniej
towarzyszyly propagacji starzejacych si¢ populacji komoérek VSMC?

- czy w badanym modelu jest miejsce na poli(morfo)nuklearne/poliploidalne
komorki gigantyczne?

Pytania te nie umniejszaja wagi uzyskanych wynikéw i ogoélnie bardzo dobrej
oceny rozprawy. Rozprawa doktorska mgr Alicji Targonskiej stanowi spojne
opracowanie o duzym walorze poznawczym. Wyniki badan uzyskane przez
Doktorantke przyczyniaja sie do lepszego zrozumienia podioza zmiennos$ci poziomow
biatek uwazanych za markery procesu starzenia komorek migsni gladkich naczyn, jak i
mediatorow ksztattujacych powiazania miedzy tym procesem a miazdzyca, w
szczegolnosci mikropecherzykow. Wklad Doktorantki w czeS¢ doswiadczalna
stanowiacq podstawe przedlozonej do recenzji rozprawy byl kluczowy dla jej
powstania, sama rozprawa stanowi oryginalne rozwiazanie problemu naukowego
a jej tres¢ potwierdza poglebiona wiedz¢ Kandydatki w zakresie przedmiotu.
Stwierdzam wigc, ze rozprawa doktorska mgr Alicji Targonskiej spetnia warunki
okreslone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pdzn. zm.) i wnioskuje do Rady Naukowej
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego PAN o dopuszczenie mgr
Alicji Targonskiej do dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania stopnia
doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
Jednoczes$nie biorac pod uwage rozmach i szeroki wachlarz technik wykorzystanych w
rozprawie, wage uzyskanych wynikow, a takze powazny dorobek naukowy
kandydatki, wnosz¢ o jej wyrdznienie stosowng nagroda.

(Jarostaw Czyz)
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Recenzja rozprawy doktorskiej

»Starzenie komorek migsni gladkich aorty — zwigzek miedzy autofagia a sekrecja

pecherzykow zewnatrzkomorkowych”

autorstwa mgr Alicji Targonskiej

Praca doktorska mgr Alicji Targonskiej pt. ,,Starzenie komodrek migsni gtadkich aorty — zwigzek
miedzy autofagia a sekrecja pecherzykow zewnatrzkomoérkowych” zostata wykonana w
Pracowni Molekularnych Podstaw Starzenia oraz w Pracowni Cytometrii Instytutu Biologii
Dos$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN pod kierunkiem dr hab. Grazyny Mosieniak, prof.
Instytutu. Badania opisane w rozprawie zostaty zrealizowane w ramach projektu Narodowego
Centrum Nauki OPUS pt. ,,Rola autofagii w regulacji wydzielania pecherzykdéw
zewnatrzkomorkowych oraz bialek przez komorki miesni gladkich naczyn na réznych etapach

procesu starzenia", w ktorym Doktorantka petnita rol¢ wykonawcy.

Ocena wyboru tematu pracy

Przedstawiona rozprawa podejmuje bardzo aktualny i wazny problem biologii komorki,
biologii starzenia oraz patofizjologii choréb ukladu sercowo-naczyniowego. Starzenie
komoérkowe jest obecnie postrzegane nie tylko jako mechanizm ograniczajacy proliferacje
komorek uszkodzonych, lecz takze jako proces aktywnie uczestniczacy w przebudowie
mikro$rodowiska tkankowego. Szczegdlne znaczenie ma w tym kontekscie fenotyp sekrecyjny
komorek starych, obejmujacy zardwno rozpuszczalne mediatory zapalne, czynniki wzrostu 1

enzymy modyfikujace macierz zewnatrzkomorkowa, jak 1 pecherzyki zewnatrzkomorkowe.

Wybor komorek miesni gltadkich aorty (VSMC) jako modelu badawczego jest bardzo dobrze

uzasadniony. Komoérki VSMC odgrywaja istotng role¢ w przebudowie §ciany naczynia i rozwoju
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blaszki miazdzycowej. Ich starzenie moze przyczynia¢ si¢ do progresji zmian miazdzycowych,
destabilizacji blaszki, nasilenia stanu zapalnego oraz zaburzenia procesow naprawczych. Z tego
wzgledu lepsze poznanie zmian zachodzacych w starzejacych sie komorkach VSMC ma

znaczenie nie tylko poznawcze, ale rowniez potencjalnie translacyjne.

Za szczegolnie warto§ciowe uwazam skoncentrowanie pracy na zalezno$ci miedzy autofagia a
wydzielaniem pecherzykow zewnatrzkomorkowych. Autofagia jest procesem o ztozonej roli w
starzeniu: moze chroni¢ komorke przed akumulacjg uszkodzonych organelli i bialek, ale w
okreslonych warunkach moze réwniez wspiera¢ utrzymywanie fenotypu komorek starych.
Jednoczes$nie coraz wigcej danych wskazuje, ze uktad endosomalno-lizosomalny, autofagia i
sekrecja pecherzykow zewnatrzkomorkowych sg ze sobg funkcjonalnie powigzane. Podjgcie
proby uporzadkowania tych zalezno$ci w modelu starzenia VSMC nalezy uzna¢ za bardzo

trafny wybodr tematu pracy doktorskiej.

Ocena formalna pracy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska ma forme¢ klasycznej monografii napisanej w
jezyku polskim. Liczy 202 strony i zostata podzielona na typowe dla tego typu dysertacji
rozdziaty: wykaz skrétow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, cele pracy,
materiaty 1 metody, wyniki, dyskusje, podsumowanie i wnioski, bibliografi¢ oraz spis
publikacji Autorki rozprawy. Spis literatury obejmuje ponad 310 pozycji bibliograficznych, w
przewazajacej czesci prac z ostatnich kilku lat, co $wiadczy o dobrym rozeznaniu Doktorantki

w aktualnym stanie wiedzy.

Struktura pracy jest przejrzysta i logiczna. Wstgp teoretyczny jest obszerny, ale dobrze
powigzany z problematyka rozprawy. Doktorantka omawia kolejno starzenie komoérkowe,
markery starzenia, fenotyp sekrecyjny zwigzany ze starzeniem, role¢ komorek VSMC w rozwoju
blaszki miazdzycowej, biogenez¢ 1 znaczenie pecherzykow zewnatrzkomorkowych, autofagie
oraz role statyn w starzeniu komérkowym. Taki uktad pozwala czytelnikowi zrozumieé

zarowno biologiczne tto pracy, jak i logike¢ zaplanowanych doswiadczen.

Rozdziat Materialy 1 metody zostal przygotowany szczegdétowo. Doktorantka opisata
wykorzystane modele komorkowe, warunki indukcji starzenia, metody oceny autofagii,
techniki Western blot, barwienia cytochemiczne i immunocytochemiczne, mikroskopi¢

elektronowa,  oznaczanie  cytokin, izolacje¢ 1  charakterystyke  pecherzykow
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zewnatrzkomorkowych, sekwencjonowanie RNA, proteomike z wykorzystaniem znakowania
TMTpro oraz analiz¢ bioinformatyczng i statystyczng. Zakres metod jest szeroki i nowoczesny,

a ich dobdr odpowiada ztozonos$ci postawionych pytan badawczych.

Rozprawa jest bogato ilustrowana. Ryciny utatwiajg sledzenie wynikow i dobrze dokumentujg
przeprowadzone analizy. Szczegolnie istotne sg zestawienia wynikow transkryptomicznych i
proteomicznych  oraz  ryciny  przedstawiajace charakterystyke  pecherzykow
zewnatrzkomorkowych 1 parametry autofagii. Praca zostala przygotowana starannie, a jezyk

rozprawy jest zasadniczo poprawny i komunikatywny.

Ocena merytoryczna

Cele pracy zostaly sformutowane jasno. Gléwnym zamierzeniem Doktorantki bylta
charakterystyka komoérek VSMC ulegajacych starzeniu replikacyjnemu oraz starzeniu
indukowanemu stresem na wczesnym i péznym etapie, jak rdwniez analiza wydzielanych przez
nie pecherzykow zewnatrzkomorkowych. Drugim zasadniczym celem byto zbadanie udziatu
autofagii w regulacji wydzielania pecherzykow zewnatrzkomorkowych przez mlode i stare

komorki VSMC.

Na szczegodlne podkreslenie zastuguje rozrdéznienie roznych etapow starzenia. Doktorantka nie
traktuje starzenia komoérkowego jako jednorodnego stanu koncowego, lecz jako dynamiczny
proces, w ktorym fenotyp komorek zmienia si¢ w czasie. Jest to podejscie bardzo warto$ciowe,
poniewaz umozliwia uchwycenie réznic migdzy wczesnym 1 pdZnym etapem starzenia
indukowanego stresem oraz porownanie ich ze starzeniem replikacyjnym. W mojej ocenie jest

to jeden z najmocniejszych elementéw koncepcyjnych rozprawy.

Pierwsza czgs¢ wynikow obejmuje klasyczng charakterystyke fenotypu starzenia komorek
VSMC. Doktorantka wykazata zmiany morfologiczne, zahamowanie proliferacji, zwigkszong
aktywno$¢ SA-B-galaktozydazy, zmiany markerow uszkodzenh DNA oraz zmiany ekspresji
bialek zwigzanych z regulacja cyklu komérkowego. Analiza ta stanowi solidng podstawe dla
dalszych badan, poniewaz potwierdza, ze wykorzystane modele rzeczywiscie odzwierciedlaja

proces starzenia komorkowego.

Bardzo waznym elementem rozprawy sa analizy transkryptomiczne. Umozliwily one
Doktorantce pokazanie, ze starzeniu komoérek VSMC towarzyszy globalna przebudowa

ekspresji gendéw, obejmujaca zwlaszcza geny zwigzane z proliferacja, naprawa DNA,
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odpowiedzig zapalng i przebudowa macierzy zewnatrzkomoérkowej. Wyniki te dobrze wpisuja
si¢ W obecne rozumienie starzenia jako procesu obejmujacego zaréwno utrate zdolnosSci
proliferacyjnych, jak i aktywng zmiane¢ funkcji sekrecyjnych oraz oddziatywania komoérek z

mikrosrodowiskiem.

Kolejng mocng strong pracy jest analiza proteomu komodrek VSMC oraz proteomu
wydzielanych przez nie pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych. Doktorantka wykazata, ze liczba
biatek istotnie zmieniajacych si¢ w starzejacych si¢ komodrkach wzrasta wraz z
zaawansowaniem procesu starzenia. Ws$rdd tych biatek nadreprezentowane byly grupy
zwigzane z metabolizmem, odpowiedziag immunologiczng, przebudowa cytoszkieletu i
macierzy zewnatrzkomorkowej. Szczegoélnie interesujace jest poroOwnanie proteomu
komoérkowego z proteomem pecherzykdéw zewnatrzkomorkowych, ktore pozwolito na
wytypowanie pigciu potencjalnych markerow starzenia obecnych w pecherzykach (kaweolina
1, serpina B2, czynnik krzepnigcia III, biatko szoku cieplnego HSPB7 oraz deaminaza AMP).
Wybor ten jest dobrze uzasadniony - niektére z wymienionych biatek odgrywaja znang role w
rozwoju miazdzycy, co dodatkowo zwigksza znaczenie tego wyniku. Ten fragment pracy ma
istotny potencjat translacyjny, poniewaz pecherzyki zewnatrzkomorkowe krazace we krwi
moglyby w przysztosci stanowi¢ zrodlo biomarkeréw procesOw starzenia zachodzacych w

$cianie naczynia.

Najwazniejszy watek rozprawy dotyczy zwigzku miedzy autofagia a sekrecja pgcherzykow
zewnatrzkomorkowych. Doktorantka wykazala, Zze zarowno starzenie replikacyjne, jak 1
indukowane stresem wigzg si¢ ze spadkiem wydajnosci autofagii. Jednoczesnie w komodrkach
starych obserwowano akumulacje struktur zwigzanych z uktadem autofagiczno-lizosomalnym
oraz zwigkszone wydzielanie pecherzykow zewnatrzkomoérkowych. Farmakologiczne
zahamowanie autofagii bafilomycyng Al prowadzito do nasilenia sekrecji pecherzykéw
zewnatrzkomoérkowych szczegdlnie w komodrkach znajdujacych si¢ na poznych etapach
starzenia. Na szczegolne podkreslenie zastuguje fakt, ze przedstawione w rozprawie wyniki
jako pierwsze wskazuja na powigzanie mechanizmu autofagii sekrecyjnej indukowanej
zaburzeniem funkcji lizosomow (SALI, secretory autophagy during lysosome inhibition) z
fenotypem sekrecyjnym komorek na péznych etapach starzenia. Stanowi to oryginalny wktad

pojeciowy w rozumienie biologii starzejacych si¢ komorek miesni gltadkich naczyn.

Warto$ciowym uzupelieniem pracy jest analiza wplywu simwastatyny na sekretom
starzejacych si¢ komoérek VSMC. Doktorantka wykazata, Zze simwastatyna zmniejsza
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wydzielanie wybranych rozpuszczalnych czynnikéw SASP, nie wptywajac jednocze$nie na
poziom wydzielanych pecherzykow zewnatrzkomorkowych. Wynik ten jest interesujacy z
punktu widzenia biologii dzialania statyn, poniewaz sugeruje, ze modulacja roznych
komponentow sekretomu komorek starych moze zachodzi¢ w odmiennych mechanizmach. Ten

fragment rozprawy ma charakter bardziej eksploracyjny, ale dobrze poszerza gléwna narracje
pracy.

Wszystkie uzyskane wyniki zostaty poddane rzeczowej dyskusji. Doktorantka dobrze porusza
si¢ w literaturze dotyczacej starzenia komodrkowego, fenotypu SASP, autofagii, uktadu
endosomalno-lizosomalnego 1 pegcherzykéow zewnatrzkomorkowych. Dyskusja pokazuje
umiejetnos¢ faczenia wynikéw wilasnych z aktualnym stanem wiedzy, a takze zdolno$¢ do
ostroznego formutowania wnioskéw. Autorka nie ogranicza si¢ do prostego podsumowania
wynikow, lecz probuje wskaza¢ ich znaczenie biologiczne i potencjalne implikacje dla

patogenezy chordb naczyniowych.

Ocena rozprawy w Swietle art. 187 ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce

Zgodnie z wymaganiami okre$lonymi w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o
szkolnictwie wyzszym 1 nauce, rozprawa doktorska powinna prezentowa¢ ogdlng wiedze
teoretyczng osoby ubiegajacej si¢ o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie albo dyscyplinach,
wykazywa¢ umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz stanowic
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. W odniesieniu do rozprawy mgr Alicji

Targonskiej wszystkie te warunki zostaty spetnione.

Po pierwsze, rozprawa prezentuje bardzo dobra og6lng wiedze teoretyczng Doktorantki w
zakresie  biologii komorki, biologii starzenia, autofagii, sekrecji pecherzykow
zewnatrzkomoérkowych oraz patofizjologii choréb uktadu sercowo-naczyniowego. Swiadczy o
tym zaréwno obszerny, logicznie skonstruowany wstep, jak 1 sposob prowadzenia dyskusji, w
ktoérej Doktorantka swobodnie odwotuje si¢ do aktualnej literatury i trafnie umieszcza wyniki

wlasne w szerszym konteks$cie biologicznym.

Po drugie, rozprawa wykazuje umiej¢tno$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowe;.
Doktorantka zaplanowata 1 zrealizowata ztozony projekt badawczy, obejmujacy kilka
komplementarnych modeli  starzenia komorkowego 1 szeroki wachlarz metod

eksperymentalnych. Umiejetnie polaczyta klasyczne techniki biologii komorki z analizami

ul. Banacha 1B katarzyna.koziak@wum.edu.pl
02-097 Warszawa

www.wum.edu.pl




wysokoprzepustowymi, a nastgpnie dokonata integracji wynikdw fenotypowych,
transkryptomicznych, proteomicznych i funkcjonalnych. Zakres przeprowadzonych badan,
poprawnos¢ interpretacji wynikow oraz umiejetno$¢ wskazania ograniczen modelu §wiadcza o

dojrzatosci naukowej Autorki.

Dodatkowym potwierdzeniem umiejetnosci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej jest
dorobek publikacyjny Doktorantki. Z wykazu zawartego w rozprawie wynika, ze jest ona
wspotautorkg dziewigciu prac opublikowanych w recenzowanych czasopismach naukowych,
w tym o$miu w czasopismach migdzynarodowych, m. in. ,,International Journal of Molecular
Sciences", ,,Analytical Chemistry", ,,European Journal of Pharmaceutical Sciences", ,,Aging",
»STAR Protocols", ,,Life", ,,Nanotechnology Science and Applications" oraz ,,International
Journal of Nanomedicine". Znaczna cz¢$¢ tych publikacji tematycznie koresponduje z
problematyka rozprawy, w szczeg6lnosci w zakresie izolacji, charakterystyki i biologii
pecherzykow zewnatrzkomoérkowych, co $§wiadczy o systematycznym poglebianiu warsztatu

badawczego w obszarze bedacym przedmiotem dysertacji.

Po trzecie, rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego. Oryginalno$¢
pracy polega przede wszystkim na wykazaniu zwigzku migdzy zaburzeniami autofagii a
nasilonym wydzielaniem pecherzykéw zewnatrzkomorkowych przez starzejace si¢ komorki
miesni gltadkich naczyn, z uwzglednieniem rdéznych etapow starzenia i porOwnania starzenia
indukowanego stresem ze starzeniem replikacyjnym. Wyniki Doktorantki po raz pierwszy
wskazuja, ze mechanizm autofagii sekrecyjnej typu SALI moze uczestniczy¢ w ksztattowaniu
sekretomu komorek na pdznych etapach starzenia. Dodatkowa warto$cig pracy jest wskazanie
konkretnych  potencjalnych  markeré6w  starzenia  obecnych ~w  pecherzykach
zewnatrzkomoérkowych oraz pokazanie, ze poszczegdlne komponenty sekretomu komorek
starych moga by¢ roznie modulowane, czego przyktadem s3a wyniki uzyskane dla

simwastatyny.

Uwagi krytyczne i pytania do Doktorantki

W trakcie lektury rozprawy nasuneto mi si¢ kilka pytan 1 uwag. Majg one charakter dyskusyjny

1 nie podwazaja wysokiej warto§ci merytorycznej pracy.

1. W pracy wykorzystano bafilomycyn¢ Al i chloroching jako inhibitory procesu

autofagii. Sg to narzgdzia powszechnie stosowane, ale ich dziatanie wykracza poza
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autofagi¢ i obejmuje caty uktad endosomalno-lizosomalny. Poniewaz biogeneza i
uwalnianie pecherzykow zewnatrzkomorkowych rowniez zalezg od tego uktadu,
interpretacja wynikow wymaga ostroznosci. Czy Doktorantka rozwazata wykorzystanie
dodatkowych metod, na przyklad wyciszenia wybranych genow autofagii, aby
potwierdzi¢ obserwowany zwigzek miedzy autofagia a sekrecja pecherzykow

zewnatrzkomoérkowych?

2. Na podstawie obrazu ciatek wielopecherzykowych w mikroskopii elektronowej
Doktorantka sugeruje, ze w populacji pgcherzykow wydzielanych przez komorki na
pOznym etapie starzenia rosnie udziat egzosomow. Czy planowana jest weryfikacja tego
wniosku z wykorzystaniem bardziej szczegotowej frakcjonacji pecherzykéw oraz

analizy markerow tetraspanin (CD9, CD63, CD81) w wyizolowanych frakcjach?

3. Jednym z bardzo interesujacych wynikow pracy jest wytypowanie bialek
pecherzykowych, ktore mogtyby petni¢ funkcje markeréw starzenia komorek VSMC.
Czy zdaniem Doktorantki wskazane markery (kaweolina 1, serpina B2, czynnik
krzepnigcia III, HSPB7, deaminaza AMP) maja charakter specyficzny dla starzenia
VSMC, czy raczej moga by¢ ogdlnymi markerami starzenia roznych typoéw komorek?
To pytanie ma szczegélne znaczenie w konteks$cie potencjalnego wykorzystania
pecherzykow  zewnagtrzkomorkowych  obecnych we krwi  jako narzedzia

diagnostycznego.

4. W pracy wykazano wspotwystepowanie zaburzen autofagii 1 wzmozonej sekrecji
pecherzykow zewnatrzkomoérkowych w komorkach starych oraz wzrost sekrecji po
podaniu bafilomycyny Al. Czy zdaniem Doktorantki zaburzenie autofagii jest
przyczyna wzmozonej sekrecji pgcherzykéw, czy tez oba zjawiska sg rownoleglymi

skutkami procesu starzenia?

5. Wyniki rozprawy uzyskano w modelu komérkowym in vitro, podczas gdy srodowisko
blaszki miazdzycowej jest znacznie bardziej ztozone 1 obejmuje oddziatywania VSMC
z komoérkami $rodbtonka, makrofagami, limfocytami, lipidami 1 zmieniong macierza
zewnatrzkomoérkowsa. Czy Doktorantka uwaza, ze uzyskane wyniki mozna bytoby w
kolejnym etapie zweryfikowa¢ w modelach kokultury lub w materiale pochodzacym z

blaszek miazdzycowych?
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6. Bardzo ciekawy jest wynik pokazujacy, ze simwastatyna ogranicza wydzielanie
rozpuszczalnych czynnikéw SASP, ale nie wplywa na poziom wydzielanych
pecherzykéw zewnatrzkomoérkowych. Czy Doktorantka interpretuje ten wynik jako
dowdd na czesciowag niezalezno$¢ regulacji rozpuszczalnych i pecherzykowych
komponentow SASP? Czy badano, jak simwastatyna wptywa na sklad biatkowy

pecherzykow zewnatrzkomorkowych, nawet jesli nie zmienia ich liczby?

7. Do indukcji starzenia wykorzystano doksorubicyne, czyli czynnik powodujacy
uszkodzenia DNA i silny stres komorkowy. Jest to model uzasadniony i szeroko
stosowany, ale starzenie VSMC w przebiegu miazdzycy moze by¢ indukowane takze
przez utleniony LDL, cytokiny zapalne czy zaburzenia mechaniczne. Czy Doktorantka
przewiduje, ze zwigzek miedzy zaburzeniami autofagii a sekrecja pecherzykow
zewnatrzkomérkowych bytby podobny w innych modelach indukcji starzenia, na
przyklad w modelu z utlenionym LDL, blizszym warunkom in vivo w blaszce

miazdzycowej?

8. Analizy transkryptomiczne i1 proteomiczne sg bardzo cenng czg$cig pracy, ale
dostarczaja duzej liczby kandydatow do dalszej walidacji. Ktére sposrod
zidentyfikowanych biatek lub $ciezek Doktorantka uwaza za najwazniejsze do

kontynuacji badan funkcjonalnych?

Podsumowanie i wniosek koncowy

Podsumowujac, rozprawa doktorska mgr Alicji Targonskiej jest bardzo wartosciowym
opracowaniem oryginalnego problemu badawczego. Doktorantka podjeta aktualny i wazny
temat dotyczacy biologii starzenia komodrek migsni gladkich aorty oraz zwiazku migdzy
autofagia a sekrecjg pecherzykow zewnatrzkomoérkowych. Praca wyrdznia sie szerokim
zakresem eksperymentalnym, zastosowaniem nowoczesnych metod badawczych oraz
umieje¢tng integracja danych uzyskanych na poziomie fenotypowym, transkryptomicznym,

proteomicznym i funkcjonalnym.

Do najwazniejszych osiggni¢¢ rozprawy zaliczam kompleksowa charakterystyke starzenia
komoérek VSMC w modelu starzenia indukowanego stresem 1 replikacyjnego, wykazanie

dynamicznych zmian zaleznych od etapu starzenia, opisanie przebudowy proteomu
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komorkowego 1 pecherzykowego, wytypowanie konkretnych bialek-kandydatow na
biomarkery starzenia obecnych w pecherzykach zewnatrzkomorkowych oraz wykazanie
funkcjonalnego zwigzku migdzy zaburzeniami autofagii a nasilonym wydzielaniem
pecherzykéw zewnatrzkomorkowych przez komorki stare. Na szczegdlne wyrdznienie
zashuguje oryginalny wktad pojeciowy pracy, polegajacy na powigzaniu mechanizmu autofagii
sekrecyjnej typu SALI z fenotypem sekrecyjnym komodrek na pdznych etapach starzenia — w
mojej ocenie jest to istotne odkrycie, ktore wnosi nowe dane do biologii starzejacych si¢

komorek miegsni gtadkich naczyn.

Przedstawione przeze mnie uwagi maja charakter uzupehiajacy i dotycza przede wszystkim
mozliwych kierunkéw dalszych badan. Nie umniejszajg one wartosci rozprawy, ktora zostata
przygotowana starannie, z duzg dojrzalo$cig naukowa i z wykorzystaniem witasciwie dobranej

metodyki.

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska mgr Alicji Targonskiej spetnia
wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce. Rozprawa prezentuje ogolng wiedzg teoretyczng Doktorantki, wykazuje jej
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej oraz stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego. W zwigzku z powyzszym wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN o dopuszczenie mgr Alicji Targonskiej do dalszych
etapOw postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora oraz - z uwagi na wysoka jako$¢
naukowa dysertacji 1 jej oryginalny wklad w biologi¢ starzenia komorek migsni gladkich

naczyn - o wyrdznienie rozprawy.

Prof. dr hab. Katarzyna Koziak
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