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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Edyty Makuch

pt. ,Wplyw fosfodiesterazy 2 na regulacje ekspresji genu hydroksylazy
tyrozyny w komérkach szczurzego guza chromochtonnego PC12”

Rdzen nadnerczy produkuje i uwalnia do krwi aminy katecholowe: noradrenaline,
adrenaline i dopamine. U cztowieka wiekszo$¢ amin katecholowych uwalnianych do
zyty nadnerczowej stanowi adrenalina. Zwiekszone wydzielanie amin katecholowych
z rdzenia nadnerczy wynika z pobudzenia uktadu wspoétczulnego i jest fizjologiczng
odpowiedzig na réznorodne sytuacje stresogenne. Jednakze diugotrwate
utrzymujacy sie wysoki poziom adrenaliny i noradrenaliny w krwiobiegu moze
skutkowac powaznymi, a nawet zagrazajacymi zyciu zaburzeniami w pracy uktadu
krazenia. Wydaje sie zatem, ze szczegbtowe poznanie mechanizmow, w tym
neurobiochemicznych, lezgcych u podtoza kompleksowej regulacji syntezy amin
katecholowych przez rdzen nadnerczy moze stanowi¢ podstawe do modyfikacji badz
projektowania nowych tarczy farmakologicznych w leczeniu chorob uktadu krazenia.

W torze biosyntezy amin katecholowych kluczowg role odgrywa hydroksylaza
tyrozynowa (TH). Pomimo wieloletnich badan molekularne mechanizmy lezgce u
podtoza zmian ekspresji tego enzymu, szczego6lnie w warunkach patofizjologicznych,
nie zostaty do konca wyjasnione. Nieliczne dane sugerowaty udziat przedsionkowego
peptydu natriuretycznego, o ktérym wiadomo, ze przeciwdziata efektom

wywotywanym przez aminy katecholowe, w regulacji ekspresji genu TH.

W swietle powyzszych informacji uwazam, ze badania mgr inz. Edyty
Makuch nad rola fosfodiesterazy 2, enzymu aktywowanego przez cGMP, w
regulacji ekspresji genu TH w komérkach linii PC12 guza chromochtonnego

nadnerczy szczura za w pelni uzasadnione.



Przedstawiona mi do oceny rozprawa liczy 116 stron i ma charakter typowy
dla tego typu prac. Sktada sie z wykazu stosowanych skrotdéw, wstepu, opisu zatozen
i celu pracy, materiatéw i metod wykorzystanych w realizacji badan, uzyskanych
wynikéw oraz ich podsumowania, dyskusji, wnioskdw, wykazu pi$miennictwa,

suplementu i jednostronicowych streszczen w jezyku polskim i angielskim.

W wykazie skrétow brakuje IBMX i ICER. W przypadku EGTA zamiast
synonimu, kwas wersenowy, nalezato poda¢ nazwe chemiczng - kwas etyleno-
bis(oksyetylenonitrylo)tetraoctowy. Prawidtowa petna nazwa PACAP to polipeptyd
aktywujacy przysadkowa cyklaze adenylowg (Pituitary Adenylate Cyclase Activating
Polypeptide). PAC; to receptor dla PACAP, a VPAC i VPAC,; to receptory dla VIP i
PACAP. Zaréwno PACAP jak i VIP nie sg biatkami, a peptydami. Ponadto, do
receptora wigzg sie zaréwno ligandy o dziataniu agonistycznym jak i
antagonistycznym. Prawidtowe rozwiniecie skrotu IP; to inozytolo-1,4,5-trisfosforan.

Obszerny, 23-stronicowy Wstep wprowadza czytelnika w problematyke
rozprawy doktorskiej. Doktoranta opisuje w nim biosynteze amin katecholowych ze
szczegdlnym uwzglednieniem roli hydroksylazy tyrozynowej i czynnikow
wptywajacych na ekspresje genu kodujgcego ten enzym, przedstawia
charakterystyke PACAP i adenozyny, receptorow dla tych neuroprzekaznikow oraz
ich udziat w regulacji syntezy i sekrecji amin katecholowych przez komorki
chromochtonne rdzenia nadnerczy. Ostatnia cze$¢ Wstepu poswiecona jest
fosfodiesterazom cyklicznych nukleotydéw (PDE), z ktérych PDE2 jako czynnik
uczestniczacy w tgczeniu wewnatrzkomérkowych $ciezek sygnatowych
uruchamianych przez zmiany stezen cyklicznych nukleotydow, stanowi przedmiot
badan prowadzonych przez mgr inz. Makuch.

Wstep zostat opracowany w oparciu o starannie dobrane pismiennictwo |
dowodzi duzej wiedzy Doktorantki. Pewien wytom w tym zakresie stanowi opis
fizjologicznej regulacji uwalniania amin katecholowych z rdzenia nadnerczy. Do
rdzenia nadnerczy docierajg przedzwojowe widkna uktadu wspotczulnego, z ktérych
zakonczen uwalniana jest acetylocholina (nie tylko w odpowiedzi na stres).
Neuroprzekaznik ten pobudzajgc postsynaptyczne receptory nikotynowe
zlokalizowane na komoérkach chromochtonnych, uruchamia kaskadg proceséow

prowadzacych do sekrecji adrenaliny, noradrenaliny i dopaminy. Termin ,nerwy



trzewiowe” nie istnieje. Nalezy pamieta¢ o tym, ze w rdzeniu nadnerczy cztowieka
dopamina stuzy gtéwnie jako prekursor w biosyntezie noradrenaliny (i dalej
adrenaliny), a sekrecja tego zwigzku do krwiobiegu jest marginalna. Noradrenalina
jest waznym neuroprzekaznikiem nie tylko w osrodkowym uktadzie nerwowym, ale

takze w czesci wspdtczulnej uktadu wegetatywnego.

Nie bardzo rozumiem co oznacza sformutowanie ,Katecholaminy wydzielone do
przestrzeni miedzykomérkowe;. .. .. .. Zapewne Doktorantce chodzito o noradrenaline
uwolniong z zakonczen zazwojowych widkien wspoétczulnych do przestrzeni

synaptyczne;.

W tej czesci Wstepu nalezato wyraznie zaznaczy¢, ze wzrost ciSnienia tetniczego
krwi oraz rozszerzenie oskrzeli sg w duzym stopniu wynikiem dziatania noradrenaliny

uwolnionej z zazwojowych wiokien wspotczulnych.

Strona 8 - Receptory wigzgce PACAP. Pigte zdanie w tym podrozdziale jest zbyt
daleko idgcym uogoinieniem. Sadze, ze Doktorantka miata na mysli warianty

receptora PAC, powstate w wyniku alternatywnego sktadania mRNA.

Zatozenia i cel pracy zostaty opisane w przejrzysty sposéb. Gtdwnym celem
badan prowadzonych przez mgr inz. Makuch byto wyjasnienie mechanizmu lezacego
u podstaw hamowania przez szczurzy przedsionkowy peptyd natriuretyczny (rANP)
transkrypcji genu TH indukowanej przez adenozyne, a takze PACAP, w komdrkach

szczurzego guza chromochtonnego nadnerczy linii PC12.

Aby uzyska¢ kompleksowa odpowiedz, Doktorantka przeprowadzita dobrze

zaplanowane serie do$wiadczen, ktdére miaty na celu:

(1) Okreslenie, w jaki sposdb rANP hamuje ekspresje TH pod wplywem
ekspozycji komorek na adenozyne lub PACAP.

(2) Okreslenie, w ktérym miejscu dochodzi do tgczenia sie wewnatrzkomorkowych
szlakéw transdukcji sygnatu uruchamianych przez rANP i adenozyne oraz
rANP i PACAP.



(3) Wytypowanie tarczy biochemicznej (enzym, biatko nieenzymatyczne, inne),
ktéra odgrywa kluczowg role w procesie hamowania transkrypcji TH w

odpowiedzi na adenozyne i PACAP.

(4) Opisanie negatywnie regulowanej sciezki sygnatowej odpowiedzialnej za

transkrypcje genu TH.

Bardzo obszerny, 30-stronnicowy rozdziat Materiaty i Metody zostat napisany w

sposodb bardzo kompetentny. Dowodzi on, iz Doktorantka jest niewatpliwie

specjalistkg w zakresie zaawansowanych technik biologii molekularnej. Do rozdziatu

tego mam drobne uwagi, gtéwnie natury edytorskie;.

Brak informacji o zrédle zakupu PACAP, adenozyny, H-89 i odczynnika
Bradforda.

Ktéry PACAP byt stosowany w badaniach: PACAP-38 czy PACAP-27? Zwracam
uwage na fakt, ze zastosowanie uogélnionego terminu PACAP jest niepoprawne
rowniez i z tego wzgledu, ze skrécone formy peptydu, PACAPG6-38 i PACAP6-27,

sg antagonistami receptorow PAC;.

W przypadku Bay 60-7550 i U0126 nalezato podac petne nazwy chemiczne

zwigzkow.
PMSF — powinno by¢ fluorek fenylometylosulfonylu

W jakich do$wiadczeniach stosowano forskoling, ktéra jest wymieniona w

wykazie odczynnikow?

Opisy zrédta odczynnikdw i innych materiatdw powinny by¢ ujednolicone: nazwa

firmy, miejscowos$¢, kraj.
Str. 31 — pCRE-Luc. Powinno by¢: otrzymany od dr. inicjat imienia Hetmana.

Uzyskane wyniki zostaly szczegdtowo opisane na 33 stronach i przedstawione

na 19 starannie przygotowanych wykresach. Z punktu widzenia czytelnika duzg

zaleta tej czesci rozprawy jest forma narracji utrzymana w logicznej sekwencji — po

krétkiej informacii, dlaczego zastosowano dany model doswiadczalny/narzedzia

badawcze, nastepuje opis wynikéw, a po nim bardzo zwigzty czgstkowy

wniosek/hipoteza wyjasniajgca. Doktorantka w logiczny i konsekwentny sposob, krok
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po kroku, przechodzi od jednej serii badan do drugiej, ktora jest oparta o wyniki
uzyskane wczeéniej. Podsumowanie wynikow, przedstawione na stronie 80, pozwala
na catosciowe objecie ogromu danych doswiadczalnych stanowigcych podstawe

rozprawy doktorskie;.

W zmudnych i pracochtonnych badaniach mgr Makuch wykazata, ze ekspozycja
komorek chromochtonnych szczura linii PC12 na adenozyne oraz PACAP prowadzi
do wzrostu poziomu cAMP i aktywacji ekspresji genu kodujacego TH. Proces ten
hamuje rANP, ktéry podnosi wewnatrzkomérkowe stezenie cGMP. Dziatanie rANP
znosi nieselektywny inhibitor PDE — IBMX oraz wybiércze inhibitory PDE2 — EHNA i
Bay 60-7550. H89 (inhibitor PKA) i U0126 (inhibitor kinaz MAPK) hamuja wywotang
przez adenozyne aktywacje genu TH w komorkach linii PC12. Pod wptywem
adenozyny dochodzi do aktywaciji (fosforylacji) czynnika transkrypcyjnego CREB i
kinaz ERK1/2, a pierwszy z tych procesow jest hamowany przez rANP. W wyniku
zaburzen w prawidtowym dziataniu biatka CREB dochodzi do silnego obnizenia
stopnia aktywacji promotora genu TH pod wptywem adenozyny oraz zniesienia
hamujacego dziatania rANP i 5,6-DM-cBIMP (wybiérczego aktywatora PDE2) na ten
proces. Zarowno rANP jak i 5,6-DM-cBIMP zmniejszaty poziom mRNA-TH

indukowany przez adenozyne.
Do rozdziaty Wyniki mam nastepujace pytania:

(1) Rycina 6.5. Dlaczego w obecnosci IBMX dochodzi do redukcji wzrostu
stezenia CAMP wywotanego przez adenozyne, natomiast nie obserwuje sie

zmian w odpowiedzi na PACAP?
(2) Strona 64, trzecia linijka od goéry — zapewne chodzito o PDE3A?

(3) Strona 66. Czy wywotane przez rANP i 5,6-DM-cBIMP obnizenie wzrostu
stezenia cAMP pod wptywem PACAP byto znamienne statystycznie?

(4) Strona 67. Czy efekt dziatania inhibitorow PDE2 na hamowanie przez rANP
wzrostu stezenia cAMP pod wptywem PACAP byt znamienny statystycznie?

W kolejnym rozdziale rozprawy Doktorantka dyskutuje uzyskane przez siebie
wyniki na tle dostepnych danych pismiennictwa podejmujac sie niewatpliwie trudnego

zadania jakim byto wyjasnienie hamujgcego dziatania rANP ma transkrypcje genu TH



indukowang przez dwa wazne neuroprzekazniki, ktdére uczestnicza w regulaciji
syntezy amin katecholowych przez komérki chromochtonne rdzenia nadnerczy. W
Dyskusji szczegdlny nacisk zostat potozony na cross-talk pomiedzy $ciezkami
sygnalizacyjnymi zaleznymi od cAMP i cGMP. Doktorantka udowadnia, ze w
wymianie informacji pomiedzy tymi $ciezkami kluczowg role odgrywa PDEZ2,
dwusubstratowa fosfodiesteraza wystepujaca w komorkach linii PC12. Aktywacja
tego enzymu przez cGMP prowadzi do zwiekszenia jego aktywno$ci hydrolitycznej
wobec cAMP. Przedstawiony na koncu rozdziatu schemat proponowanego
mechanizmu negatywnej regulacji transkrypcji genu TH przez PDE2 pozwala na
zrozumienie tego kompleksowego procesu. Sposéb i forma przeprowadzenia
dyskusji Swiadcza o duzej wiedzy Doktorantki, krytycznym podej$ciu do catosci

uzyskanych wynikow, a takze o jej dojrzato$ci naukowe;.

Uzyskane wyniki i dyskusja nad nimi pozwolity na sformutowanie adekwatnych

wnioskéw: jednego gtdbwnego i szesciu uzupetiajacych.

Cato$¢ rozprawy koriczy imponujacy wykaz cytowanych anglojezycznych
pozycji piSmiennictwa w liczbie 263, z ktérych wiekszos¢ pochodzi z okresu ostatnich
15 lat.

W podsumowaniu, rozprawe doktorskg mgr inz. Edyty Makuch oceniam
wysoko. Przeprowadzone do$wiadczenia zostaty starannie zaplanowane w oparciu o
nowoczesng wiedze z zakresu biochemii i biologii molekularnej, a uzyskane wyniki sg
oryginalne i bardzo interesujgce. Rozprawa stanowi samodzielny dorobek naukowy,
a Doktorantka wykazata sie szerokg wiedzg i umiejetnoscig prowadzenia badan
naukowych.

W mojej ocenie rozprawa spetnia warunki okreslone w artykule 13 Ustawy z
dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule
naukowym w zakresie sztuki oraz Rozporzgdzeniu Ministra Edukacji Naukowej i
Sportu z dnia 15.01.2004 r. Uwazam zatem, ze powyzsze stwierdzenie upowaznia
mnie do przedstawienia wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN wniosku o dopuszczenie

mgr inz. Edyty Makuch do dalszych etapow przewodu doktorskiego.



Ponadto, biorac pod uwage kompleksowos¢ prowadzonych badan,
obszernos$é i wartosé merytoryczna uzyskanych wynikéw oraz fakt, ze czesc z
nich zostata opublikowana w czasopi$émie o IF 3,974 wnioskuje¢ o wyréznienie
pracy.

¥ 6dz, 17 pazdziernika, 2016 r.




