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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr Agaty Kowaleczyk pt.
»Wplyw antagonistow receptoréw endotelinowych i inhibitora szlaku NF-kB na ekspresj¢ genu
bialka NRF2 w mie¢éniu szkieletowym w czasie stresu oksydacyjnego”,

wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Anny Goracej w Zakladzie Fizjologii Ukladu
Krazenia Miedzywydzialowej Katedry Fizjologii Doswiadczalnej i Klinicznej.

Badania nad endoteling (ET), 21-aminokwasowym peptydem, ktory swoja nazwe zawdzigcza
pochodzeniu z komérek $rodblonka, rozpoczely sig okoto 30 lat temu. Wtedy to, Masashi Yanagisawa
przedstawil w tezach swojej pracy doktorskiej sekwencje genowa endoteliny i regulacje jej ekspresji.
Intensywne badania na przestrzeni wielu lat wykazaly, ze rola endoteliny polega nie tylko na regulacji
skurczu naczyn krwionosnych, ale wykazano rowniez, ze ten wielofunkcyjny peptyd moze wplywac
niemal na wszystkie aspekty funkcjonowania komorek zarébwno na drodze endokrynnej, jak i
parakrynne;j.

Wiadomo, ze system endotelin oraz ich receptorow, ktore zlokalizowane sa na powierzchni wielu
tkanek, zaangazowany jest w regulacje wielu procesow fizjologicznych i patofizjologicznych. Nalezy
wskaza¢ tutaj istotng role endotelin w rozwoju embrionalnym; w ukladzie naczyniowym, gdzie moga
przyczyniaé sie do rozwoju nadcisnienia i miazdzycy tetnic; a wplywajac na kurczliwosé migsnia
sercowego, odgrywaja kluczowa role w arytmii, jak i przebudowie migsnia sercowego po zawale. W
plucach endotelina wplywa na funkcj¢ oskrzeli i proliferacje drog oddechowych pluc, naczyn
krwionosénych i sprzyja rozwojowi nadcisnienia plucnego. Endotelina moze réwniez kontrolowac
rownowage kwasowo-zasadowa w nerkach; a w mozgu, regulowa¢ osrodek sercowo-oddechowy,
uwalnianie hormondéw i przyczyniaé si¢ do rozwoju neuronéw wspolczulnych. Ponadto endotelina
wplywa na dziatanie uktadu odpornosciowego, rozrodczego oraz zaangazowana jest w homeostaze

glukozy.

Od wielu lat system endotelina/receptor endotelinowy stanowi cel terapeutyczny w poszukiwaniu
lekow u chorych na nadcisnienie ptucne, lekooporne nadcisnienie tetnicze, stwardnienie klebuszkow
nerkowych, nowotwory oraz choroby autoimmunologiczne, takie jak choroby tkanki lacznej,
odrzucenie przeszczepu, czy nawet choroby metaboliczne, takie jak otylosé i cukrzyca. Wyniki
pierwszych badan klinicznych z wykorzystaniem selektywnego antagonisty receptora endotelinowego
ETA (ERA, endothelin receptor antagonist), zostaly opublikowane w 1995 roku, a w 2001 roku, lek
Bosentan (Tracleer™) zostat zatwierdzony przez US Federal Food and Drug Administration (FDA) do
leczenia pacjentéw z pierwotnym nadcisnieniem plucnym (PAH, pulmonary arterial hypetension).
Obecnie w terapii PAH stosuje sie dwa inne leki stanowigce ERA i zatwierdzone przez FDA, {j.
Macitentan (Opsumit™) i Ambrisentan (Letairis' w USA, Volibris™ w Unii Europejskie;j).

Weiaz weryfikuje sie potencjal terapeutyczny kilkunastu innych zwigzkéw zaliczanych do ERA, do
stosowania w medycynie ukladu krazenia, nefrologii, onkologii i pokrewnych dziedzin medycyny. Z
tego powodu podjecie badan podstawowych, majace na celu analize systemu ET/receptor ET i jego
antagonistow z wykorzystaniem réznych modeli badawczych, wydaje si¢ niezwykle istotne, jako
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podstawa badan aplikacyjnych w w/w dziedzinach medycyny. Dobrze poznano juz mechanizm
dzialania prozapalnego ET-1 oraz jej dzialania wywotujacego stres oksydacyjny, a wiekszo$é badan
dotyczy glownie komdrek srodbtonka i migsni gladkich. W nielicznych badaniach wskazuje sie na role
ET-1 w endotoksemii oraz zwiazek ET-1 ze szlakiem sygnalizacyjnym regulowanym przez czynnik
transkrypcyjny NF-«xB. Natomiast wciaz brakuje badan na temat wspétdziatania systemu ET/receptor
endotelinowy ET ze szlakiem sygnalizacyjnym Nrf2-ARE.

Brak wiedzy na temat roli antagonistoéw receptorow endotelinowych ETA i ETB oraz roli inhibitora
czynnika tranksrypcyjnego NF-«kB na aktywacje¢ szlaku NRF2-ARE w miesniu szkieletowym szczura
w czasie stresu oksydacyjnego, sklonil Doktorantke do przeprowadzenie opisanych w dysertacji
badan.

Praca, lacznie ze spisem pismiennictwa, liczy 131 stron starannie przygotowanego maszynopisu,
zawierajgcego 18 tabel, 18 wykreséw i 12 rysunkow. Uktad pracy jest typowy dla tego rodzaju
opracowan, sktada si¢ bowiem ze wstepu (36 stron), zatozen i celu pracy, rozdzialu Materiat i Metody
(27 stron), wynikow (18 stron), dyskusji (9 stron), 4 wnioskdw, wykazu skrétow i symboli oraz spisu
rycin i tabel, a takze wykazu odczynnikéw i sprzetu laboratoryjnego uzytych w badaniach. Dysertacje
zamyka streszczenie (po polsku i angielsku) i spis cytowanego piSmiennictwa w liczbie 193 pozycje.

We wstepie Autorka opisuje, na czym polega stres oksydacyjny i ochrona antyoksydacyjna komorki
oraz opisuje, jak przebiegaja te procesy w migséniu szkieletowym. Nastepnie Doktorantka bardzo
obszernie charakteryzuje ET-1 i jej receptory ETA i ETB, mechanizm dziatania systemu ET-1/
receptory endotelinowe ETA i ETB, zwiazki stanowiace blokery receptorow ETA (BQ123) i ETB
(BQ788), a takze opisuje role ET-1 w indukcji stresu oksydacyjnego i jej dziatanie prozapalne, takze
w procesie endotoksemii. W nastgpnym podrozdziale Autorka szczegotowo charakteryzuje szlak
sygnalizacyjny regulowany przez NF-xB, opisujac rowniez prozapalne dzialanie tego czynnika
transkrypcyjnego w miesniu szkieletowym; dalej charakteryzuje inhibitor aktywacji NF-xB (JSH-23)
oraz opisuje dwa kluczowe mediatory stanu zapalnego: interleuking 6 (IL-6) oraz czynnik martwicy
nowotworu a (TNF-a) w miegsniu szkieletowym. W ostatniej czesci Wstepu Autorka rownie
szczegotowo opisuje role czynnika transkrypcyjnego Nrf2, aktywacje szlaku Nrf2-ARE (antioxidant
response element), jego funkcje w cytoprotekeji oraz charakteryzuje dwa enzymy: oksygenze hemowa
1 (HO-1) oraz dysmutaze ponadtlenkowa 1 (SODI1), ktore w sekwencji promotorowej swoich genow
posiadaja sekwencj¢ ARE, rozpoznawalng przez czynnik transkrypcyjny Nrf2. W ostatnim
podrozdziale Wstepu, Doktorantka zwigzle opisuje oddziatywanie pomiedzy dwoma szlakami
sygnalizacyjnymi regulowanymi przez NF-kB oraz Nrf2,

Nalezy podkresli¢ duza wiedzg¢ Doktorantki przy pisaniu tego obszernego fragmentu dysertacji i
przedstawienie najbardziej istotnych obserwacji taczacych wspotdzialanie kilku procesdw: 1) systemu
ET-1/ receptory endotelinowe ETA/ETB, szlakow sygnalizacyjnych regulowanych przez czynnik
transkrypcyjny 2) NF-«xB i 3) Nrf2 oraz 4) endotoksemii. Ta cze$¢ rozprawy latwo wprowadza
czytelnika w sprecyzowane cztery cele pracy. Pragne podkreslié, ze w przypadku tak rozbudowanego
eksperymentu przeprowadzonego na wielu grupach zwierzat, okreslenie celéw badania z pewnoscig
nie bylo tatwe.

Badania przeprowadzone w pracy doktorskiej miaty zatem na celu uzyskanie odpowiedzi na cztery
szczegblowe pytania, czy w migéniu szkieletowym szczura:
1. indukowana lipopolisacharydem (LPS) produkcja cytokin prozapalnych TNF-a. i IL-6, bedzie
hamowana przez ERA (receptory ETA i ETB)?
2. blokery receptoréw endotelinowych ETA i ETB wplywaja na ekspresje czynnika Nrf2 i
stezenie enzymow antyoksydacyjnych HO-1 i SODI podezas endotoksemii?
3. inhibitor aktywacji NF-xB zmniejsza prozapalne dziatanie ET-1?
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4. inhibitor aktywacji NF-xB wplywa na aktywacje szlaku Nrf2 i stezenie enzymow
antyoksydacyjnych HO-1 i SOD1?

Z obowiazku recenzenta, chciatabym wskaza¢ kilka drobnych uchybien zawartych w tej czesci pracy
doktorskiej:

1. We wprowadzeniu do rozdzialu Wstep brakuje odnosnikow pismiennictwa (str. 12).

2. Jestem pod duzym wrazeniem braku bledow literowych w obszernym Wstepie, ale tez i w
calej dysertacji; niestety Autorka nie zastosowata si¢ do zasady postugiwanie si¢ skrotami w
tekscie naukowym.

3. Nazwa czynnik transkrypcyjny NF-xB wydaje si¢ by¢ bardzie] prawidlowa niz czynnik
transkrypcji jadrowej NF-kB (str. 26 i wszedzie w tekscie).

4. W rozdziale 4.3. Mechanizm aktywacji czynnika transkrypcyjnego Nrf2 (str. 39), Autorka
opisuje, ze obecnos¢ regionu ARE stwierdzono w ponad 200 genach. Ta informacja rozmija
sig¢ z informacjg podana dalej, w rozdziale 4.4. Funkcje biologiczne czynnika
transkrypcyjnego Nrf2 (str. 42), gdzie mozna przeczytac, ze czynnik Nrf2 indukuje ekspresje
ok. 100 genow.

5. Zdanie ,,Dotychczas nie wykazano w jakim stopniu ET-1 odpowiada za prozapalne dziatanie
LPS...”, ktére mozna znalez¢ w rozdziale Zatozenia i cel pracy (str. 48), we wprowadzeniu do
Wstepu (str. 12) i w streszczeniu w jezyku polskim (str. 105) oraz angielskim (str. 109) jest
niejasne. Na podstawie informacji zawartych we Wstepie, Autorka wskazuje, ze to raczej LPS
indukuje dziatanie ET-1 (2.6. Udzial endoteliny-1 w endotoksemii, str. 24), podobnie jak w
zdaniu, ktére mozna znalez¢ zarowno we Wstepie, jak i Zatozeniach i celu pracy oraz w obu
streszczeniach pracy: "w czasie wstrzgsu endotoksycznego wywolanego lipopolisacharydem
dochodzi rowniez do zwigkszonego wydzielania ET-17.

6. Oddzialywanie dwoch waznych szlakow sygnalizacyjnych NF-kB i Nrf2-ARE (4.6. Interakcja
NF-kB - Nrf2, str. 46) stwierdzono w wielu badaniach i zwigzek ten opisywano szerzej w
kilku pracach przegladowych. Wiadomo, Ze zahamowanie dziatania szlaku Nrf2-ARE,
wywoluje wzrost produkcji cytokin poprzez aktywacje drugiego szlaku, a sam czynnik
transkrypcyjny NF-kB prezentuje zaréwno negatywng, jak i pozytywna regulacje szlaku Nrf2-
ARE. Moim zdaniem opis tych istotnych obserwacji opisany jest w dysertacji zbyt ogolnie.

Autorka dysertacji zaplanowala szczegétowo szeroki zakres prac eksperymentalnych z
wykorzystaniem samcow szczurOw szczepu Wistar Kyoto (12 grup zwierzat po 7 osobnikéw), a
nastepnie wykonata zmudne i trudne technicznie badania laboratoryjne, wymagajace duzego
doswiadczenia i wiedzy badawczej. Doktorantka zastosowala w swojej pracy szereg metod i technik,
poczawszy od narazenia i postepowania ze zwierzetami, preparatyki miesnia szkieletowego, metod z
zakresu biochemii i biologii molekularnej. Doktorantka przeprowadzita az 12 eksperymentow (wyniki
pochodzace z grupy zwierzat otrzymujacych DMSO zostaty odrzucone przy prezentacji wynikow),
wymagajacych duzego namyshu przy stosowaniu tak cennego modelu badawczego.

Zardwno sposob postgpowania ze zwierzetami, jak i metody preparatywne i analityczne zostaly
przedstawione w bardzo szczegdtowym opisie. Zastosowane testy immunoenzymatyczne ELISA do
oznaczen stezenia cytokin i enzymoéw antyoksydacyjnych oraz metoda qRT-PCR do ilosciowych
oznaczen ekspresji mRNA, sa powszechnie stosowane w wielu o$rodkach naukowych. Dokladny opis
postepowania analitycznego, z duza dbaloscia o najdrobniejsze szczegoly warsztatowe, swiadczy z
jednej strony o dokfadnosci i wiarygodnosci uzyskanych wynikdéw, a z drugiej o duzych
umiejetnosciach warsztatowych Doktorantki 1 jej dgzeniach do otrzymania mozliwie najbardziej
rzetelnych wynikow.

Moje uwagi po lekturze tej czesci dysertacji dotycza nastepujacych zagadnien:
1. Dawki poszczegolnych zwiazkow oraz czas narazania zwierzat zostaly dobrze
udokumentowane. Doktorantka nie podaje jednak, w jakim rozpuszczalniku/ach
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przygotowano roztwory stosowanych blokeréw receptorow endotelinowych ETA 1 ETB, LPS,
inhibitora NF-kB oraz ET-1.

2. Wiadomo, ze zaréwno ET-1, jak i LPS indukuje odpowiedz zapalng. Jaki byl powdd, ze
Autorka przeprowadzita eksperyment, w ktérym po podaniu inhibitora JSH-23, podano
zwierzetom ET-1 (grupa zwierzat 111 12)?

3. W jaki sposob zabezpieczano probki tkanek miesnia szkieletowego udowego do badan
genetycznych i jakie kroki zostaly podjete do zabezpieczenia RNA przed dziataniem
endonukleaz w probach materiatu biologicznego (str. 51)? Ile prob od kazdego zwierzecia
zabezpieczano do dalszych oznaczen biochemicznych i genetycznych?

4. Oznaczenia bialka metodg Bradforda w homogenatach tkankowych rdéwniez wymagaja
komentarza. Autorka umiescita w tekscie opis oznaczen biatka przy kazdym z czterech
oznaczanych parametréw, tj. TNF-o, IL-6, HO-1 i SODI. Przy czym dla pierwszego
parametru wykonano krzywa kalibracyjng surowiczej albuminy plodowej (BSA) w zakresie
od 125 pg/ml do 500 pg/ml (3 stezenia), natomiast dla pozostalych parametrow, krzywa
kalibracyjna BSA miescila si¢ w zakresie od 12,5 pg/ml do 800 pg/ml (7 stezen). Dlaczego
nie wykonano jednorazowego oznaczenia biatka w szerokim zakresie stezenia krzywej
wzorcowej dla wszystkich prob?

Autorka zaprezentowala wyniki 11 eksperymentow badawczych przeprowadzonych na zwierzgtach w
sposob szczegdlowy 1 wyczerpujacy, dedykujac podrozdzialy poszczegélnym parametrom
prozapalnym: ekspresja NF-xB oraz stezenie cytokin TNF-a, IL-6, a nastepnie parametrom
antyoksydacyjnym: ekspresja Nrf2 oraz stezenie enzymow antyoksydacyjnych SODI i HO-1, pod
katem efektu dzialania: antagonistow receptorow endotelinowych 1) ETA i 2) ETB oraz 3) inhibitora
szlaku NF-«xB; przy braku i w obecnosci LPS (pkt. 1 i 2) oraz ET-1 (pkt. 3). W ten sposdb wyniki
zostaly umieszczone w 18 podrozdzialach w postaci wykresu i tabeli oraz opisu dedykowanym
kazdemu z tych podrozdzialow. Otrzymane wyniki Doktorantka poddala analizie statystycznej, z
zastosowaniem odpowiednich testow statystycznych dla préb niezaleznych.

Komentarz do tej czesci dysertacii dotyezy jedynie mozliwosei pordwnania wynikow eksperymentow
przeprowadzonych na okreslonyvch grupach zwierzat:

1. W trakcie czytania rozprawy doktorskiej nasuwa sie pytanie dotyczgce braku pordéwnania
wpltywu LPS (grupa 2) i ET-1 (grupa 3) na badane parametry, takie jak ekspresja gendw,
stgzenie cytokin czy enzymow antyoksydacyjnych. Takie poréwnanie byloby niezmiernie
ciekawe, skoro sa to pierwsze doSwiadczenia badajace wpltyw ET-1 na markery prozapalne w
miegsniu szkieletowym szczura.

2. Nastepna kwestia dotyczy braku analizy wynikéw efektu dziatania selektywnych blokerow
receptorow endotelinowych ETA i ETB (grupa 4, 5, 6 i 7) na ekspresje¢ NF-xB i Nrf2 oraz
stezenie cytokin i enzymow antyoksydacyjnych. Dysponujac tak cennymi wynikami badan,
mysle, ze mozna pokusi¢ si¢ o zbadanie czy i ktéry z receptorow endotelinowych moze w
wiekszym stopniu bra¢ udziat w podpowiedzi prozapalnej czy odpowiedzi antyoksydacyjnej
w tkance miesnia szkieletowego szczura.

Uzyskane w dysertacji wyniki zostaty przez Doktorantke przedyskutowane w sposdb niezwykle
wnikliwy 1 krytyczny oraz skonfrontowane z istniejgcymi danymi literaturowymi. Rozdzial Dyskusja
zostal podzielony na podrozdzialy odnoszace si¢ do wplywu 1) LPS na ekspresj¢ NF-xB i stezenie
cytokin oraz ekspresj¢ Nrf2 i stezenie enzymow antyoksydacyjnych, 2) wplywu ET-1 na ekspresje
NF-kB 1 stezenie cytokin oraz ekspresje Nrf2 1 stezenie enzymow antyoksydacyjnych, 3) wplywu
antagonistow receptoréw endotelinowych ETA i ETB na ekspresj¢ NF-xB i st¢zenie cytokin oraz
ekspresje Nrf2 1 stezenie enzymow antyoksvdacyjnych w warunkach endotoksemii, 4) wplywu
inhibitora aktywacji NF-kB na na ekspresje NF-«B i stezenie cytokin oraz ekspresje Nrf2 i stezenie
enzymow antyoksydacyjnych po podaniu ET-1.
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W _tej czesci rozprawy doktorskiej, ktéra Autorka przedstawita w sposob bardzo zrozumiaty dla
czytelnika i wykorzystujac duza znajomos¢ tematu, pojawifa si¢ pewna niejasnosc:
1. Stwierdzenia Autorki: .7 moich badaniach ekspresja Nrf2 czesciowo pokrywa si¢ ze
stezeniami HO-1. To moze wskazywacé, ze w miesniu szkieletowym udowym szczura indukcja
HO-1 odbywa sie za posrednictwem szlaku Nrf2”(str. 100) oraz ,,Uzyskane przeze mnie wyniki
ekspresji Nrf2 oraz stezenia SOD-1 sugerujg, ze w migsniu szkieletowym szczura biosynteza
tego enzymu moze odbywaé si¢ za posrednictwem szlaku Nrf2” (str. 101) wymagaja
wyjasnienia i wskazania, na podstawie jakich wynikéw mozna wysnué takie konkluzje.

Interpretacja wynikow nie jest sprawa prosta, szczegoélnie w przypadku zastosowania tak wielu
poszczegdlnych eksperymentéw na zwierzetach. Doktorantka ostroznie przedstawita wnioski z tak
obszernej pracy eksperymentalnej, ktore odniosta bezposrednio do postawionych sobie zalozen pracy.

Najwazniejsze konkluzje wynikajace z analizy wynikow Jej pracy, w mojej opinii, sg zatem
nastepujace:
1. Zaobserwowano zwiazek pomiedzy systemem ET-1/receptory endotelinowe ETA i ETB a
szlakiem sygnalizacyjnym regulowanym przez NF-kB w migsniu szkieletowym szczura.
2. Zaobserwowano zwiazek pomiedzy systemem ET-1/receptor endotelinowy ETA a szlakiem
sygnalizacyjnym Nrf2-ARE w mig¢sniu szkieletowym szczura.
3. Nie stwierdzono zwigzku pomig¢dzy dwoma szlakami sygnalizacyjnymi regulowanymi przez
NF-xB i Nrf2 w migéniu szkieletowym szczura.

Oceniajac prace doktorskg nalezy podkresli¢, ze Doktorantka wykonata zmudne i ciekawe badania,
wymagajace duzego zaangazowania zaréwno w prace laboratoryjna, jak i wymagajace duzej wiedzy.
Praca jest niewatpliwie oryginalna, wnosi nowe informacje dotyczace regulacji systemu ET-
1/receptory enotelinowe ETA i ETB oraz regulacji szlakow sygnalizacyjnych NF-kB i Nrf2-ARE w
miesniu szkieletowym szczura oraz stanowi dobra podstawg do kontynuowania poglebionych badan
farmakologicznych antagonistow receptoréw endotelinowych ETA i ETB w modelach in vitro oraz
modelach zwierzgcych.

Przytoczone z obowigzku recenzenta uwagi, w wigkszosci polemiczne, nie wplywajg na pozytywna
ocene przedstawionej mi do oceny pracy doktorskiej. Pani mgr Agata Kowalczyk jest dojrzatym
badaczem, realizujacym cele naukowe we wiasciwy sposob, nie naruszajac podstawowych zasad
pracy naukowej. Wykazala cechy starannego i rzetelnego pracownika naukowego dbalego o
wiarygodng dokumentacje szeroko zakrojonych badan i spostrzezen. Perfekcyjnie opanowata warsztat
naukowy, wykazala si¢ umiejetnoscia planowania i realizacji trudnych eksperymentéw na
zwierzetach, stosowania roznorodnych technik badawczych, analizy wynikéw badan oraz
prowadzenia dyskusji.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedlozona mi do recenzji rozprawa doktorska stanowi oryginalne
rozwigzanie problemu naukowego oraz wykazuje ogdlna wiedz¢ naukowsg Doktorantki, a takze
umiejetnos$¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, tj. spelnia warunki stawiane rozprawom na
stopien doktora okreslone w ustawie z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (dz. U. nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.).

Wnosze zatem do Wysokiej Rady Wydzialu Nauk Biomedycznych i Ksztatcenia Podyplomowego
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi o dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

dr hab. n. med. Edyta Reszka, prof. IMP
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