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Recenzja pracy doktorskiej zatytutowanej: ,,Dimeryzacja receptora bradykininy B2
z receptorem dopaminergicznym D2 oraz wptyw oddziatywari pomigdzy nimi na wybrane

funkcje érédbtonka’ autorstwa Pani mgr Anny Niewiarowskiej-Sendo

Praca doktorska Pani mgr Anny Niewiarowskiej-Sendo powstata w Zakfadzie Biochemii
Analitycznej Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ, a jej promotorem byfa dr hab. Ibeth
Guevara-Lora.

Podczas realizacji badan opisanych w pracy doktorskiej analizowane byty wzajemne zaleznosci
miedzy dwoma receptorami - bradykininy B2 (B2R) oraz dopaminergicznym D2 (D2R). Zatozenie
przeprowadzenia analiz takich oddziatywarl miato podtoze w dostepnych danych swiadczacych o tym,
ze tego rodzaju receptory moga nie tylko dziata¢ niezaleznie, ale takze tworzy¢ dimery czy tez wigksze
kompleksy. Co istotne, utworzenie kompleksu moze modulowal przekazywanie sygnatu. Zanim
zrealizowano opisane w pracy doktorskiej badania nie byto wiadomo czy B2R i D2R dimeryzujj i jakie
moga by¢ tego skutki. W efekcie przeprowadzonych doswiadczeri uzyskano dane potwierdzajace takie
oddziatywania i opisujace ich skutki dla funkcjonowania srédbtonka. Realizacja projektu doprowadzita
do powstania wielowatkowej rozprawy doktorskiej. Co istotne otrzymane wyniki zostaty wtaczone
do trzech oryginalnych publikacji, ktérych pierwszg autorkg jest Doktorantka.

Celem pracy byto: 1) stwierdzenie czy B2R i D2R dimeryzujg i czy ich oddziatywanie prowadzi
do modulacji przekazywania sygnatu, 2) wykazanie jaki wptyw ma aktywacja obu receptoréw na szereg
proceséw od nich zaleznych - zmian poziomu przekaznikdw jakimi s jony wapnia i cAMP, NO
czy reaktywne formy tlenu, a takze w odziatywaniach migdzy komdrkami srédbtonka a granulocytami,
3) wskazanie jaka role majg szlaki przekazywania sygnatu mediowane przez badane receptory
w odpowiedzi komdrek s$rédbtonka na czynniki prozapalne czy proaptotyczne. Postawione cele
mgr Niewiarowska-Sendo zrealizowata przeprowadzajgc szereg dobrze zaplanowanych badan,

w ktérych wykorzystata liczne techniki wspétczesnej biologii komdrki, biologii molekularnej czy inzynierii
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genetycznej. Do szerokiego spektrum zastosowanych metod zaliczajg sie m.in.: uzyskiwanie konstruktow
kodujgcych badane receptory w potaczeniu ze znacznikami fluorescencyjnymi pozwalajgcych sledzi¢ losy
tych biatek, hodowle komdrkowe, transfekcja komdrek, qPCR, cytometria przeptywowa, western
blotting, réznego rodzaju mikroskopia, w tym analizy FILM-FRET. Dane otrzymane z wykorzystaniem tych
technik poddane zostaty odpowiednim analizom statystycznym. W badaniach wykorzystano dwa rodzaje
komdrek HEK293 oraz HUVEC.

Wstep do rozprawy doktorskiej wprowadza czytelnika w tematyke funkcjonowania srédbtonka,
przedstawia opis mechanizmdw odbioru i przekazywania sygnatéw, ktdre sg reakcjg na stres oksydacyjny
czy stan zapalny. Doktorantka precyzyjnie charakteryzuje te szlaki a takze opisuje oddziatywanie
$rédbtonka z innymi komdrkami. Charakteryzuje takze receptory bradykininy i dopaminy, koncentrujgc
sie na danych $wiadczacych o tym, Ze takiego rodzaju receptory mogg ze sobg oddziatywad tworzac
kompleksy, co moduluje odpowiedZ na sygnaty docierajace do komdrki. Wstep jest ilustrowany dobrymi
schematami oraz tabelami podsumowujacymi dostepne dane dotyczace szlakdw przekazywania
sygnatéw czy oligomeryzacji receptoréw. Tylko czy na pewno fosfolipaza C katalizuje synteze IP3 i DAG?
I czy p53 jest faktycznie gtdwnym regulatorem cyklu komdérkowego? Takich ogéinikowych stwierdzer jest
we Wstepie (i takze w Dyskusji) kilka. Nalezy stara¢ sie ich unikac - niestety zbytnia ogdlnikowos¢é moze
doprowadzi¢ do miniecia sie z prawda. Koricowy fragment Wstepu przedstawia przestanki swiadczace
o tym, ze B2R i D2R réwniez moga by¢ zdolne do tworzenia komplekséw. Z catg pewnoscig Wstep
zawiera wszystkie istotne dla zrozumienia pracy wiadomosci i Swiadczy o rozlegtej wiedzy Doktorantki.

Materialy i Metody obszernie prezentujg wykorzystane odczynniki i zastosowane techniki.
Nie mam zastrzezen do tej czesci pracy. Wyniki zawieraja uporzadkowany opis przeprowadzonych analiz
i doswiadczen oraz uzyskanych rezultatéw. Musze jednak przyznaé, ze opis ten niewzawsze jestilsardzo
przejrzysty. Zabrakto krétkich podsumowari zwracajgcych uwage na najwazniejsze rezultaty. W obliczu
tego ogromng zalety sg ilustracje oraz ich precyzyjne opisy, utatwiajg one lekturg i pozwalajg
na samodzielng analize danych. Nota bene, Autorka stosuje btedne okreslenie — Rysunek - no ¢z zaden
fragment zadnego ,,rysunku” nie zostat moim zdaniem przez nig narysowany.

Cze$¢é pierwsza Wynikéw to opis projektu poswieconego uzyskaniu odpowiednich konstruktéw
umozliwiajgcych analize tworzenia komplekséw przez B2R i D2R. Obecnos¢ endogennych receptoréw
nieco zaburzata ,,obraz” oddziatywar, ale nie na tyle, aby poddawa¢é w watpliwos¢ uzyskane wyniki.
W prowadzonej analizie Doktorantka poréwnywata efekty aktywaciji kazdego z receptoréw oddzielnie
oraz obu jednoczesnie, stosowata takze ich inhibitory pozwalajace na uwypuklenie dziatania kazdego
z receptoréw. Wykazata takze, jaki wptyw na poziom jonéw wapnia oraz cAMP ma stymulacja jednego

lub obu badanych biatek. Etap ten zakoriczyt sie sukcesem, w efekcie czego udato sie wykazac, Zze oba
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nadeksprymowane receptory sg funkcjonalne, ko-lokalizujg i prawdopodobnie sg w stanie tworzy¢
kompleksy. Dalsze etapy pracy dotyczyly komdrek $rédbtonka - HUVEC. W tym przypadku okreélono
jedynie poziom endogennych receptoréw zaktadajac, ze podobnie jak w komdrkach HEK293 beda one
kolokalizowad. Wykorzystanie HUVEC pozwolito na przeprowadzenie szeregu istotnych badan
polegajgcych na okresleniu roli B2R i D2R w modulacji reakcji zapalnej, ,,wywotywanej” in vitro dziataniem
TNF alfa. Skupiono sig na okresleniu wptywu stymulacji receptoréw na adhezje granulocytéw do HUVEC,
synteze biatek odpowiedzialnych za adhezje, sekrecje IL-8 i IL-6, produkcje NO czy reaktywnych form
tlenu. Przesledzono szlaki przekazywania sygnatu takie jak np. szlak MAPK, oraz te zaangazowane
w apoptoze. W kazdym z przypadkdéw Doktorantce udato sie uzyska¢ odpowied? jak stymulacja obu
receptoréw moduluje wybrany typ reakcji a co najistotniejsze wykazaé, ze ,,pojedyncze” pobudzenie
przynosi efekty odmienne od pobudzenia ,,podwdjnego”. Nie chciatabym streszczaé tutaj uzyskanych
wynikéw. Wszystkie obserwowane zmiany zostaty przejrzyscie podsumowane na Rycinie 31 (str. 122).
Chciatabym jedynie podkresli¢, ze mgr Niewiarowska-Sendo przeprowadzita bardzo skrupulatne badania
kompleksowo analizujgc efekty pobudzenia dwdch receptoréw, ktérych oddziatywania nie byly
wczesniej badane. Wielowgtkowos¢ podejscia pozwolita ujawni¢, w jakich sytuacjach efekt takiego
pobudzenia jest synergistyczny, a w ktdrych jest on charakterystyczny dla tylko dla jednego receptora.
Lektura pracy pozostawita mnie jednak z pewnym niedosytem. By¢ moze wynika on z tego, ze analizujac
ogrom danych przegapitam istotne wnioski? Czy rzeczywiscie obserwowana ,,wpadkowa” reakcja na oba
bodZce wymaga fizycznych oddziatywart miedzy B2R i D2R? Czy mozliwe jest, ze przy zablokowaniu
oddziatywania migdzy tymi biatkami efekt jednoczesnego pobudzenia bytby taki sam? Podsumowuijac,
oceng tej czgsci pracy chciatabym stwierdzi¢, ze wnosi ona wiele nowych danych dotyczacych
przekazywania sygnatu w komdrkach srédbtonka. Wyniki sa nowatorskie i wartosciowe. Zostaty juz
opublikowane.

W Dyskusji wyniki wtasne zostaty skrupulatnie podsumowane i zestawione z istniejgcg literatura
dotyczacy réznych aspektdw przekazywania sygnatu przez badane i inne receptory. Czesé z dywagaciji
zawartych w tej czgsci pracy (te podsumowujgce wyniki) mogtaby znaleZ¢ sie na koricu kazdego
z podrozdziatéw Wynikéw. Utatwitoby to lekture i nieco rozjasnito niektdre fragmenty tamtej czesci
pracy. Nie mniej jednak Autorka wykazata sie doskonaty znajomoscig tematu i z catg pewnoscia jest
ekspertem w dziedzinie prowadzonych przez siebie badan. Przedstawita takze perspektywy dalszych
analiz, ktére przyczynityby sie do poznania roli oddziatywar receptoréw nie tylko w srédbtonku, ale takze
w innych komédrkach.

Praca doktorska zostata napisana w zasadzie poprawnym jezykiem. Zawiera jedynie nieliczne

usterki. Autorka, jak wiele innych piszacych oséb nie ustrzeglta sie zargonu czy niezrecznych
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sformutowan. Przyktadem niezrecznosci sa okreslenia takie jak: ,,czasteczki biorgce udziat w cyklu
komdrkowym” (str. 20), ,receptor ten ma wiasciwosci przeciwzapalne” (str. 27), ,proliferacja
w komdrkach” (str. 32), ,,izolowanych z zyly krwi pepowinowej” (str. 40), ,przeprowadzono
namikroskopie konfokalnym” (str. 53), ,,kozie-anty mysie lub anty-krdlicze” (str. 57) — no cz przeciwciata
nie sg skierowane przeciwko myszy czy krélikowi ale okreslonym biatkom, ,,test oparty na technice” (str.
58), ,,roztwdr trawiony przez enzym” (str. 67), ,,stopieri zwigzanych granulocytéw” (np. str. 84, 87),
,,udziat receptoréw w powyzszych obserwacjach” (str. 85) czy ,,w kolejnym kroku sprawdzano” (np. str.
94), a takze uzywanie rzeczownika ,,ilos¢” tam gdzie powinna pojawic sie ,,liczba”. Nie s3 to jednak
usterki utrudniajgce lekture i zrozumienie tekstu.

Podsumowaujgc, pani mgr Anna Niewiarowska-Sendo zrealizowata wszystkie postawione cele
pracy doktorskiej. Otrzymane wyniki dostarczajg obszernej i co istotne nowej wiedzy na temat efektow
jednoczesnej stymulacji receptora bradykininy i B2 i receptora dopaminergicznego D2 oraz oddziatywan
miedzy tymi receptorami. Wnioski koricowe znajdujg poparcie w przedstawionych wynikach. Z cata
pewnoscig mozna uznad prace za nowatorska a wyniki za bardzo dobrze udokumentowane. Czgs¢ z nich,
jak juz wspomniatam, zostata opublikowana. Dlatego stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny

rozprawa doktorska spetnia warunki stawiane przez Ustawe o Tytule i Stopniach Naukowych i stawiam

wniosek o dopuszczenie mgr Anny Niewiarowskiej-Sendo do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.
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