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Rozprawa doktorska pani mgr Wojcik dotyczy mechanizméw molekularnych
transformacji fibroblastow oskrzelowych w miofibroblasty (tzw. procesu FMT) w
patogenezie astmy. Astma stanowi powazny i narastajacy problem zdrowotny spoteczenstw
wysoko rozwinigtych. Jej podtozem jest przewlekly stan zapalny dolnych drog oddechowych,
ktory prowadzi do roznorodnych objawdw wlacznie z zaburzeniami wentylacji. Na poziomie
komoérkowym i tkankowym w przebiegu astmy stwierdza si¢ znaczng przebudowe drzewa
oskrzelowego w poréwnaniu do osob zdrowych. Przebudowa ta wymaga zmian w stanie
zroznicowania badz aktywacji wielu typéw komorek wystepujacych w oskrzelach, a doktadne
mechanizmy tych procesow sg intensywnie badane. W ten nurt $wiatowych badan wpisuje si¢
recenzowana rozprawa. Jej celem byto scharakteryzowanie transformacji fibroblastow
oskrzelowych w miofibroblasty, a w szczegolnosci okreslenie roli szlakow sygnatowych
TGFpB, CTGF oraz Wnt w tym procesie. Jej przedmiotem byty komorki pobrane od pacjentow
z astmg, w porownaniu do komoérek osob, u ktorych te¢ chorobe wykluczono. Zaprezentowane
badania dotyczg waznego problemu naukowego i medycznego, a ich wyniki wnoszg wktad do
zrozumienia podtoza astmy na poziomie molekularnym. Jest to zagadnienie bardzo istotne,
bioragc pod uwage gltéwnie objawowe leczenie tej choroby oraz konieczno$¢ poszukiwania
nowych podej$¢ terapeutycznych.
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Formalny opis rozprawy

Rozprawa liczaca 113 stron maszynopisu ma uktad typowy dla rozpraw doktorskich.
Rozpoczyna si¢ streszczeniami w jezyku polskim i angielskim oraz wykazem stosowanych
skrotow. Wstep (24 strony) zawiera 7 podrozdziatow, ktore wprowadzaja czytelnika w zakres
badan opisanych w rozprawie. Po jednostronicowym przedstawieniu celow pracy nastepuje
opis materiatlow i metod (18 stron). Wyniki (19 stron) sg podzielone na 4 podrozdziaty, a
dyskusja liczy 14 stron. Rozprawa konczy si¢ jednostronicowym wykazem wnioskow, spisem
literatury zawierajagcym 202 pozycje oraz suplementem w postaci czterech dodatkow (A-D, w
tym ostatni zawierajgcy spis rysunkow i tabel).

Ocena merytoryczna

Wstep rozprawy jest bardzo dobrym, przekrojowym omdwieniem zagadnien lezacych
u podstaw pracy doktorskiej: ogélnej charakterystyki astmy i zachodzacej w jej przebiegu
przebudowy drzewa oskrzelowego, cech transformacji fenotypowej fibroblastow w
miofibroblasty (FMT) oraz czynnikéw i1 wewnatrzkomoérkowych szlakoéw sygnatowych
regulujacych ten proces. Wstep jest oparty na bogatym, cz¢sto najnowszym, pisSmiennictwie.
Dobor tresci jest wlasciwy, informacje podane sa w sposob spojny 1 logiczny, a przejrzysty
styl jest przyjazny czytelnikowi. Wstep zawiera trzy rysunki i jedna tabelg. Generalnie
wysoko oceniam te czg$¢ rozprawy, ktéra dokumentuje duza wiedze Autorki w tematyce
rozprawy. Mam jednak kilka ponizszych pytan lub zastrzezen:

Co to jest czynnik EGF-2 (epidermal growth factor type 2) i czym rdézni si¢ od
klasycznego EGF (str. 21)?

Na str. 23 Autorka pisze o biatkach macierzy zewnatrzkomoérkowej takich jak
»domena fibronektyny ED-A”, co jest nieprawidlowe (domena nie jest bialkiem). Chodzi
prawdopodobnie o wariant splicingowy fibronektyny zawierajacy domen¢ ED-A.

W opisie sktadnikéw szlaku sygnalowego TGF zabraklo mi sprecyzowania czy
poszczegolne ,izoformy” czy ,.typy” czynnikdbw TGFB 1 ich receptorow sa produktami
osobnych gendw czy jedynie wariantami danego transkryptu (str. 24).

W czgs$ci dotyczacej szlaku sygnatowego TGFf, Doktorantka umieszcza biatko SARA
na btonie komoérkowej (str. 32 1 Rys. 2), podczas gdy wiekszo$¢ autordw opisuje jego
lokalizacje¢ na btonach wczesnych endosomow. Wynika to z obecnosci w bialkku SARA
domeny FYVE, odpowiedzialnej za wigzanie fosforanu 3-fosfatydyloinozytolu, ktory jest
wzbogacony w btonach endosoméw 1 nie wystepuje w znaczacych iloSciach w blonie
komorkowe;j.

We wstepie i pozostatych czesciach rozprawy (spis skrotow, wyniki) uzywano blednej
nazwy biatka Disheveled jako ,,Dishelved”. Podobnie ,,heparan sulfate” to nie jak podano
siarczan heparyny, ale siarczan heparanu. Poprawna nazwa BMP to bone morphogenetic
protein (nie ,,morphogenic”, co pojawia sie w liscie skrotow i1 w tekscie).

Cele badawcze pracy (w tym pig¢ szczegdtowych) zostaty poprawnie sformutowane.



Materialy i metody zostaly opisane w kolejnym rozdziale, liczacym 16
podrozdziatéw. Zasadniczo, metody zostaly dobrane odpowiednio do zatozonych celow.
Moje zastrzezenia budzi jednak zastosowana metodyka badan z uzyciem RNAI. Po pierwsze,
do badan uzyto preparatow dwoch roznych producentdw: niewyciszajacej kontroli
negatywnej firmy Santa Cruz i oligonukleotydow skierowanych przeciw mRNA CTGF firmy
Sigma-Aldrich. Jest to nieprawidlowe, gdyz roézni producenci w rdézny sposéb modyfikuja
chemicznie swoje preparaty dsRNA, aby zwigkszy¢ ich stabilnos¢ w komorce 1 uchronic¢
przed dzialaniem komorkowych RNaz. Nalezy wigc zawsze uzywac¢ odpowiadajacych sobie
kontroli tego samego producenta i z identycznymi modyfikacjami (ktére najczesciej nie sa
przez producentow ujawniane). Po drugie, dlaczego w do$wiadczeniach stosowano 2.5-
krotnie wigcej siRNA przeciw CTGF niz siRNA kontrolnego? Ilo$ci te muszg by¢ takie same.
Nie podano co prawda stezenia koncowego zastosowanych siRNA (zwyczajem jest
podawanie takiego stezenia w nM), ale z moich przeliczen wynika, ze uzyto bardzo wysokich
(ponad 100 nM) stezen siRNA przeciw CTGF (w dodatku stezenia te byly rézne dla ré6znych
ptytek hodowlanych). Wiadomo, ze tak wysokie stezenia moga wywolywac bardzo znaczace
efekty niespecyficzne, tzw. off-target. Z tego wzgledu rekomenduje si¢ stosowanie stgzen jak
najnizszych, generalnie w =zakresie 10 nM. Po trzecie, wlasnie z uwagi na efekty
niespecyficzne siRNA (wystepujace nawet w niskich st¢zeniach) zalecane jest uzycie co
najmniej dwoch niezaleznych sekwencji wyciszajacych skierowanych przeciw jednemu
mRNA. Wydaje si¢, ze w rozprawie uzyto wytacznie jednej sekwencji (ktora powinna byta
zosta¢ podana, wlacznie z numerem katalogowym producenta). Z tych wzgledow wyniki
doswiadczen z uzyciem RNAi uwazam za obarczone btgdami metodycznymi.

Ponadto, w Materiatach i metodach zabrakto na poczatku odnosnika do Dodatku A, w
ktérym Doktorantka umiescita tabele ze zrodtami uzywanych odczynnikéw. Rozpoczynajac
lekture, czytelnik sadzi wigc, ze takich informacji nie podano. Podobnie brakuje w kilku
miejscach odnosnikéw do Dodatku B ze sktadami uzywanych roztworéw. Generalnie, nie jest
dla mnie jasne dlaczego takie istotne informacje umieszczono w dodatku, a nie w glownym
tekscie rozprawy. Ponadto, w przypadku przeciwciat komercyjnych dobrym zwyczajem jest
podawanie rowniez numeréow katalogowych, gdyz niekiedy producenci dysponujg kilkoma
przeciwcialami dla jednego bialka (zwtaszcza w przypadku bialek fosforylowanych, np. nie
znalaztam informacji jakie fosforylowane reszty Smad2 badano). Bez przytoczenia takiego
numeru katalogowego, podawanie stosowanych rozcienczen przeciwciat (np. 1:400) jest
bezuzyteczne.

Pozostate uwagi do Materialow i metod sg natury techniczno-edytorskiej. W rozdziale
II1.11.4 dotyczacych analiz RT-PCR podano, ze ,Probki analizowano w dwodch
powtorzeniach”, nie precyzujac czy chodzi o powtorzenia techniczne czy biologiczne. W
Materialach 1 metodach jest kilka nieprawidlowych odniesien do nieistniejacych rozdziatow 11
(np. 1.2, 11.12). W bardzo licznych przypadkach brakuje spacji pomigdzy liczbg a jej
jednostka. Warunki wirowania powinno si¢ podawa¢ w formie wielokrotno$ci wartosci g,
gdyz liczba obrotéw na minute bez podania typu wirdwki i rotora nie jest jednoznaczna.
Lipofectamine®2000 jest zastrzezong nazwa handlowa i nie ulega odmianie ani spolszczonej
pisowni (np. ,,Lipofektaminy®2000”).

Wyniki pracy obejmujg 15 rycin, przedstawiajgc kolejno: wplyw aktywacji szlakow
Wnt i TGFB na proces FMT i poziom CTGF w komorkach fibroblastow oskrzelowych, a
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nastepnie wplyw czynnika CTGF oraz wyciszenia ekspresji jego genu na proces FMT.
Ogolnie wysoko oceniam poziom merytoryczny i techniczny zamieszczonych w rozprawie
wynikéw (z wyjatkiem powyzszych zastrzezen do do$wiadczen z uzyciem RNAI), a takze
sposob ich prezentacji. Podstawowa zaleta omawianych badan jest warto§ciowy materiat
kliniczny bedacy ich podstawag (ludzkie fibroblasty oskrzelowe z mikrowycinkéw
bronchoskopowych o0so6b ze stwierdzong i wykluczong astmg). Mimo potencjalnie duzej
indywidualnej zmiennos$ci genetycznej w obu grupach, wyniki uzyskane przez Doktorantke
charakteryzuja si¢ duzg spojnoscia, §wiadczac o fundamentalnym charakterze badanych przez
Nig procesow. Autorce udato si¢ wykaza¢ znaczace zmiany w fizjologii fibroblastow
oskrzelowych astmatykow, m. in. spadek ich zdolnosci potencjatu FMT po aktywacji szlaku
Whnt, w przeciwienstwie do komorek osdb z grupy kontrolnej. Badania Doktorantki wskazaty
takze na istotng role¢ czynnika CTGF w procesie FMT i synergi¢ jego dziatania z czynnikiem
TGFp, wystepujaca z wickszym nasileniem w komodrkach astmatykéw niz osob, u ktoérych
astm¢ wykluczono. Sa to wyniki ciekawe 1 istotne, ktore otwieraja perspektywy dalszych
badan.

Podczas lektury tej cze$ci nasungty mi si¢ nastepujace pytania i uwagi:

- Na rycinach przedstawiajacych wyniki analiz RT-PCR (np. Rys. 10-12 i dalsze), nie
byto dla mnie jasne jakie wartosci przedstawiono na osiach Y wykresow. Opisano je jako
»krotno$¢ zmiany ekspresji (danego genu) w poréwnaniu do GAPDH”. Pod wykresami
zamieszczono tabelki z warto$ciami 2" (w Materiatach i metodach str. 54 stwierdzono:
,krotnos¢ zmian ekspresji genow = 2", ale wartosci 27**“' z tabel nie odpowiadaja tym
przedstawionym na wykresie.

- W calym tek$cie rozprawy, ale gtéwnie w cze$ci Wyniki, zdarzaja si¢ formalnie
niepoprawne okreslenia dotyczace ,.ekspresji biatka”. Ekspresja dotyczy nie biatka, a genu
(ktérego oficjalna nazwa, czgsto rézna od nazwy kodowanego przez niego bialka,
ZWyCzajowo pisana jest kursywa). Przyktadowo, ,,ekspresja OB-kadheryny” powinna brzmie¢
»ekspresja genu kodujacego OB-kadheryng” lub ,,ekspresja CDH11”.

- W doswiadczeniach z rozdziatu IV.1.4 zabraklo mi wyjasnienia dlaczego do badan
wybrano ligand WntSa, ktory znany jest gtownie z aktywacji szlaku niekanonicznego,
niezaleznego od kinazy GSK3p i B-kateniny? Czy przeprowadzono dodatkowe eksperymenty
wskazujace, ze w badanych fibroblastach Wntb5a aktywuje szlak kanoniczny, np. wykonujac
barwienie na obecnos$¢ B-kateniny w jadrach komorkowych? Kontrola taka wydaje si¢ wazna,
aby poprawnie zinterpretowa¢ wyniki uzyskane przy uzyciu inhibitora GSK3.

- Rys. 8: bledna legenda dotyczaca a-SMA, ktorej nie badano w przedstawionych
doswiadczeniach.

- Rys. 17: w legendzie nie opisano co oznaczaja zaznaczone na zdjeciach strzatki.

- W podrozdziale IV.4 opisujace doswiadczenia z wyciszeniem ekspresji genu CTGF,
oprocz moich wczesniejszych zastrzezen metodycznych, zabraklo kontroli wydajnosci
dziatania siRNA. Najlepsza kontrolg byloby zbadanie poziomu obnizenia biatka CTGF
metoda Western blot, ewentualnie wykonanie pomiarow poziomu mRNA (obie metody byty
uzywane wczesniej w rozprawie). Nie jest rowniez jasne dlaczego doswiadczenia byty
wykonywane wylacznie na komorkach pobranych od astmatykow, bez porownania do grupy
kontrolnej, co robiono we wszystkich innych typach eksperymentéw w rozprawie.



Dyskusja jest zredagowana w sposob ciekawy i przejrzysty. Doktorantka w umiejetny
sposob skonfrontowata wlasne wyniki z doniesieniami literaturowymi, wykazujac si¢ przy
tym duza wiedza. Ponadto, trafnie i ostroznie zinterpretowata swoje rezultaty, unikajac
powtdrzen z weczesniejszych czgsci 1 wyciagajac poprawne wnioski. W podrozdziale
Podsumowanie, Autorka zestawita zalezno$ci pomigdzy badanymi szlakami sygnatowymi
rowniez w formie graficznej. Generalnie, bardzo wysoko oceniam Dyskusje 1 uwazam, ze jest
to bardzo dobrze 1 dojrzale napisany rozdziat.

Rozdziat Whnioski konczy rozprawe. Zostaly one poprawnie sformutowane. Moj
niedosyt budzi jednak wniosek ostatni, ktory dotyczy potwierdzenia hipotezy 0 istnieniu
réznic epigenetycznych pomiedzy komorkami astmatykéw i osob zdrowych (hipoteza ta
wspomniana jest rowniez w streszczeniu). Niestety, w rozprawie hipoteza ta nie zostala
omoOwiona i chciatabym ustysze¢ opini¢ Doktorantki w tej kwestii podczas obrony.

Ocena edytorskiej strony rozprawy

Praca jest napisana poprawnym jezykiem i stosunkowo starannie, cho¢ zauwazytam
sporo btedow literowych, ktérych nie bed¢ wymienia¢. Ponizej kilka drobnych
niedoskonato$ci, ktorych warto uniknaé przy przygotowywaniu przysztych tekstow.

- Brakuje numeracji niektorych stron.

- W anglojezycznym streszczeniu liczne btedy gramatyczne i stylistyczne.

- ,N-terminalny koniec” (str. 38) to tautologia.

- W niektorych miejscach pojawiaja si¢ odnosniki do ,,ponizszych rysunkow”, ktore sa
przedstawione powyzej (np. str. 66).

- ,,c0 raz czesciej” (str. 88, 89) zamiast ,,coraz czesciej”.

- W spisie literatury s3 pomylki w kolejnosci alfabetycznej, co powoduje, ze nie
mozna odnalez¢ niektorych pozycji w oczekiwanym miejscu (np. Masur et al 1996 na
nieprawidlowej pozycji 160 i pozycja kolejna).

Podsumowanie

Rozprawa doktorska mgr Katarzyny Anny Wojcik podejmuje istotny problem
naukowy z dziedziny biologii komorki, o potencjalnym znaczeniu klinicznym. Uzyskane
wyniki sg cennym przyczynkiem do wiedzy przedmiotu i solidng podstawa do dalszych badan
W celu zrozumienia podioza astmy na poziomie komérkowym i molekularnym. Doktorantka
wykazata si¢ zdolnoscig planowania, wykonywania i interpretowania do$wiadczen. Moje
zastrzezenia czy uwagi nie umniejszaja wartoSci naukowej rozprawy, a maja by¢ jedynie
wskazowkami do planowania przysztych badan i przedstawiania ich wynikow.

Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spelnia wszystkie wymogi
ustawowe stawiane rozprawom doktorskim i wnosze do Rady Wydzialu Lekarskiego
Uniwersytetu Jagiellonskiego — Collegium Medicum o dopuszczenie mgr Katarzyny
Anny Wojcik do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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