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OCENA PRACY DOKTORSKIEJ, AUTORSTWA MGR INZ. EDYTY MAKUCH, ZATYTULOWANEJ:
» WPLYW FOSFODIESTERAZY 2 NA REGULACJE EKSPRESJI GENU HYDROKSYLAZY TYROZYNY

W KOMORKACH SZCZURZEGO GUZA CHROMOCHtONNEGO PC12”

Praca doktorska pani mgr inz. Edyty Makuch przedstawia wyniki badan
przeprowadzonych przez doktorantke pod kierunkiem pana profesora PAN, dr hab. Janusza
Matuszyka w Laboratorium Biatek Sygnatowych, w Instytucie Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN. W pracy badano udziat fosfodiesteraz cyklicznych nukleotydéw
w regulacji syntezy katecholamin w komdrkach nadnerczy. Badanie funkcji fosfodiesteraz
w regulacji poziomu cyklicznych nukleotydéw oraz w przekazywaniu sygnatéw
wewngatrzkomorkowych byto zapoczgtkowane przez poprzedniego kierownika Laboratorium
Biatek Sygnatowych, profesora Wojciecha Gorczyce, a obecnie jest kontynuowane przez jego
nastepce na tym stanowisku, dr hab. Janusza Matuszyka.

Regulacja poziomu katecholamin w organizmie jest niezwykle istotna, ze wzgledu na
szerokie dziatania biologiczne tych zwigzkdw. Niezwykle wazne i wykorzystywane
farmakologicznie sg dziatania dopaminy w osrodkowym uktadzie nerwowym i jego
schorzeniach. Jednak najwieksze zainteresowania medyczne budzi mozliwos¢ regulacji
poziomdw i aktywnosci adrenaliny i noradrenaliny, ze wzgledu na ich udziat w reakcji na
stres, a co z tego wynika, w regulacji akcji serca i cisnienia krwi. Farmaceutyki blokujgce
receptory adrenaliny i noradrenaliny stanowig jedng z podstawowych i najczesciej
stosowanych grup lekéw kardiologicznych. Mechanizmy fizjologiczne prowadzace do
powstania katecholamin sg wielostopniowe i bardzo skomplikowane. To utrudnia petne

zrozumienie procesu, ale za to stwarza wiele mozliwosci interwencji farmaceutyczne;.



Dlatego badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej sg istotne ze wzgledow
poznawczych, ale tez mogg miec znaczenie praktyczne.

Przedstawiona do oceny praca liczy 116 stron, sktadajg sie na nig nastgpujace rozdziaty:
spis tresci, wykaz stosowanych skrétéw, wstep, opis zatozen i celu pracy, opis materiatéw
i metod, wyniki, krétkie podsumowanie wynikoéw, dyskusja, wnioski, spis cytowanej
literatury, suplement, a na koncu streszczenia w jezyku polskim i angielskim. Niezbyt
szczesliwym rozwigzaniem jest umieszczenie streszczen na koncu rozprawy. Rolg streszczenia
jest bowiem wprowadzenie czytelnika w omawiany problem, a po przeczytaniu pracy nie jest
to juz niezbedne. Praca jest zredagowana starannie, jezyk i styl sg poprawne, nie ma btedow
gramatycznych i interpunkcyjnych, a tzw. literéwki sg nieliczne.

Wstep liczy 23 strony i szczegdtowo opisuje komponenty systemu regulacji syntezy
katecholamin. Szczegdlnie wnikliwie opisane zostaty fosfodiesterazy, ktére hydrolizuja
cykliczne nukleotydy, co jest zrozumiate w zwigzku z tematyka badan Laboratorium Biatek
Sygnatowych. Z punktu widzenia czytelnika brakuje jednak pokazania szerszego tfa
wskazujgcego na wage poruszanego tematu. Zrozumienie pracy byloby tatwiejsze, gdyby na
poczatku wprowadzono w zagadnienie regulacji cisnienia krwi przez przedsionkowy peptyd
natriuretyczny (ANP) i dalsze komponenty systemu prowadzace do regulacji poziomu
katecholamin. Szczegélnie przydatny bytby jakis schemat pokazujgcy umiejscowienie ANP
w mechanizmach regulacyjnych.

Zatozenia i cel pracy sg jasno sformutowane i zrozumiate.

Rozdziat ,Materiaty i metody” liczy 30 stron i jest bardzo szczegdtowo napisany, co
oceniam pozytywnie. Uwazam jednak, ze cze$¢ tresci umieszczonej w tym rozdziale powinna
znaleié sie w rozdziale ,Wyniki”. W rozdziale ,Materiaty i metody” powinny sie znalez¢ opisy
standardowych technik stosowanych przez doktorantke, podczas gdy w ocenianej pracy
umieszczono tam szczegétowe wyniki prowadzonego klonowania czy mutagenezy. Te
eksperymenty zawierajg autorski wktad doktorantki, wigc moim zdaniem nalezg do
rezultatéw pracy doktorskiej.

Rozdziat , Wyniki” liczy 23 strony. Wyniki sg klarownie opisane i ilustrowane rycinami.
W kolejnych podrozdziatach doktorantka opisata eksperymenty, ktére miaty na celu oceng
wptywu szczurzego ANP (rANP) na ekspresje genu kodujgcego hydroksylaze tyrozyny oraz
zbadanie czy wptyw jest realizowany na poziomie aktywacji transkrypcji. Nastepnie zbadano

jaki jest wptyw rANP na akumulacje cyklicznych nukleotydéw. Kolejna seria eksperymentow



stuzyta zbadaniu udziatu izoform fosfodiesteraz cyklicznych nukleotydéw w badanych
procesach i dostarczyta istotnych przestanek wskazujgcych, ze gtdwna role spetnia izoforma
PDE2. Nastepnie za pomocy inhibitoréow szlakéw sygnatowych wykazano, ze w dziataniu
biologicznym rANP posredniczy kinaza biatkowa A, a nie posredniczg kinazy Erk1,2. Ostatnia
seria eksperymentéw miata na celu okreslenie, jakie czynniki transkrypcyjne biorg udziat
w regulacji transkrypcji genu kodujgcego hydroksylaze tyrozyny. Na kilka sposobow
doktorantka wykazata, ze w regulacji tej bierze udziat czynnik transkrypcyjny CREB. Pokazata
tez, ze w regulacji najprawdopodobniej nie biorg udziatu biatka kompleksu AP1 oraz
receptory jadrowe Nur77/Nurrl. Eksperymenty zostaly logicznie zaplanowane i starannie
przeprowadzone. Analiza wynikow jest ostroina i wyciggane wnioski sg uzasadnione.
Jedynym miejscem, w ktérym nie rozumiem wnioskowania jest ostatni akapit na stronie 60.
Autorka pisze tam, ze uzyskane wyniki sugerujg, iz akumulacja cGMP indukowana przez rANP
przyczynia sie do obnizenia akumulacji cAMP. Prosze o wyjasnienie w trakcie obrony, co
sugeruje takg wtasnie kolejnos¢ zdarzen.

Prosze tez o zinterpretowanie wyniku zilustrowanego na rycinie 6.5.B. Na rysunku tym
pokazano, ze ekspozycja na adenozyne powoduje akumulacje cAMP w komdrkach PC12. Gdy
w komorkach tych zablokowano fosfodiesterazy za pomoca inhibitora IBMX, poziom cAMP w
odpowiedzi na adenozyne spadat. Jakie moze by¢ wyjasnienie tego rezultatu?

Uwazam tez, ze nadinterpretacjg jest zdanie z ostatniego akapitu ze strony 72, gdzie autorka
pisze, ze wraz ze wzrostem ilosci biatka A-CREB, zwieksza sig stopien zahamowania aktywacji
promotora genu TH. W opisanym eksperymencie zwiekszano ilo$¢ wektora kodujgcego biatko
A-CREB, a to ze spowodowato to wzrost ilo$ci biatka pozostaje w domyéle.

,Dyskusja” liczy 9 stron, jest bardzo zwiezta, ale dojrzale napisana. Doktorantka
przeanalizowata swoje wyniki i poréwnata je z dostepnymi danymi z literatury naukowej. Co
wazne, dyskusje zakonczyta bardzo przydatnym i czytelnym schematem podsumowujgcym
wyniki badan.

Kolejny rozdziat zawiera 6 wnioskéw, ktére s logiczne i uprawnione w $wietle uzyskanych
wynikow.

Cytowana literatura zajmuje az 17 stron, zawiera publikacje zaréwno historyczne, z lat 70-
tych ubiegtego wieku, jak i wspétczesne z ostatnich lat. Zdecydowana wigkszos¢ publikacji

jest anglojezyczna z renomowanych czasopism naukowych.



Podsumowujac mojq ocene pragne stwierdzi¢, ze hipotezy badawcze postawione w pracy
byty interesujace, a badania dobrze zaplanowane i kompetentnie wykonane. Moje nieliczne
uwagi do przedstawionej do oceny rozprawy nie umniejszajg jej wartosci naukowej, ani
znaczenia przeprowadzonych eksperymentéw. Praca doktorska mgr inz. Edyty Makuch
stanowi spojng i dojrzale opracowang prace naukowg. Doktorantka wykazata, ze posiada
wiedze w swojej dyscyplinie naukowej, potrafi analizowa¢ wyniki i wycigga¢ z nich
uzasadnione wnioski. Istotny wptyw na mojg ocene rozprawy doktorskiej ma fakt, ze cze$¢
zaprezentowanych w niej wynikow zostata opublikowana w prestizowym czasopi$mie
Molecular and Cellular Endocrinology, a doktorantka jest pierwsza autorkg wspomniane;j
publikaciji.

Podsumowujac, moja ocena przediozonej do recenzji pracy doktorskiej zatytutowanej:
Wptyw fosfodiesterazy 2 na regulacje ekspresji genu hydroksylazy tyrozyny w komdrkach
szczurzego guza chromochtonnego PC12 jest pozytywna. Rozprawa doktorska spetnia
warunki okreslone w Ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym i dlatego wnosze
o dopuszczenie mgr inz. Edyty Makuch przez Rade Naukowaq Instytutu Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Ze wzgledu na
opublikowanie wynikéw w prestizowym czasopismie naukowym wnosze tez do Wysokiej

Rady o wyrdznienie ocenianej pracy.



