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Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku z dnia 21 marca 2023 roku w sprawie powotania

recenzentow rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Smereczanskie;.

W populacji ludzkiej. Stanowi ono istotny czynnik ryzyka rozwoju m.in., zawatu serca, udaru

Nadcisnienie tetnicze jest jedng z gtéwnych przyczyn zachorowalnosci i erlertelnos'ci
mozgu, migotania przedsionkow, niewydolnosci nerek, czy zwyrodnienia siatkdwki
Nadcisnienie tetnicze jest chorobg o ztozonej etiologii, na ktorg sktadajg sie czynniki
srodowiskowe i genetyczne. Przyczyna choroby jest identyfikowana w okoto 10%
przypadkow (nadci$nienie wtorne), zas w 90% przypadkow nie ustala si¢ et1010g11
(nadcisnienie pierwotne). Z tego powodu poznanie i lepsze zrozumienie mechamzxrlow
kontrolujacych cisnienie krwi u pacjentéw zdrowych i z nadci$nieniem tetniczym JFSt celem
bardzo aktywnych badan eksperymentalnych i klinicznych. 1

Istnieje sScisty zwigzek pomigdzy prawidfowa funkcja nadnerczy, a nadc1snlen1em
tetniczym. W utrzymaniu homeostazy cisnienia krwi wazng rolg odgrywa aldosteron
produkowany przez warstwe klebkowatg nadnerczy a Jedna z najczestszych przyczyn
wtdrnego nadcisnienia tetniczego jest pierwotny hiperaldosteronizm. Powstawanie Zaburzen
metabolicznych, w tym nadciénienia tetniczego moze wynikaé takze ze zw1¢kszonego

wydzielania kortyzolu przez komérki warstwy pasmowatej lub nieprawidtowego




metabolizmu tego hormonu. Katecholaminy uwalniane z rdzenia nadnerczy sg elementem
neurohormonalnej regulacji cisnienia krwi i ich zwiazek z nadcisnieniem jest dobrze
udokumentowany. Wydzielanie katecholamin Jest regulowane poprzez glikokortykoidy.

Zroznicowana sygnalizacja komérkowa prowadzi do uruchomienia réznych
mechanizméw do odbierania i realizowania odpowiedzi komérki. Istotnym elementem
wewnatrzkomoérkowych sieci sygnalowych sg kinazy biatkowe aktywowane mitogenami
(MAPKs). MAPKs biora udziat w przekazywaniu sygnatow z szerokiej gamy bodzcow
zewnatrzkomorkowych, w tym czynnikdw wzrostu, hormonow, cytokin i neuroprzekaznikow.
Kinazy te sa glownymi skiadnikami szlakow sygnatowych regulujacych liczne zdarzenia
wewnatrzkomorkowe, takie jak proliferacja, roznicowanie, rozwoj, odpowiedz na stres,
zaprogramowana $mier¢ komorki i ekspresja gendw. Ponadto, kaskada sygnatowa ERK1/2
MAPK odgrywa wazna role w regulacji steroidogenezy, m. in., poprzez wplyw, choé nie do
korica jednoznaczny, na ekspresje ostrego biatka regulacyjnego steroidogenezy - StAR, ktére
utatwia szybkie przemieszczanie si¢ cholesterolu z zewnetrznej do wewngtrznej btony
mitochondrialnej, co umozliwia biosynteze hormonow steroidowych de novo w odpowiedzi
na wzrost ACTH lub angiotensyne II. Kaskada sygnatowa p38 MAPK jest takze
zaangazowana w regulacje steroidogenezy. Angiotensyna II uruchamia zaréwno kaskade
ERK1/2 jak i p38 prowadzac do wzrostu ekspresji StAR i hormonéw steroidowych. Istniejg
Jjednak dowody wskazujace, ze w komérkach nadnerczy, wywolana przez stres oksydacyjny
W trakcie starzenia sie aktywacja kaskady p38 jest powigzana z hamowaniem steroidogenezy.

Dla sprawnego funkcjonowania sieci sygnatlowych istotne sg mechanizmy regulujace
aktywnos¢ jej elementow. Kinazy MAPK sg inaktywowane przez fosfatazy MAPKs, ktore
jednoczesnie usuwaja grupy fosforanowe zarowno z reszt treoninowych, jak i tyrozynowych
na aktywnych MAPK, co skutecznie zatrzymuje ich funkcje komérkowa.

Aktywnos¢ fosfatazy zostata niedawno przypisana wielodomenowemu i
wielofunkcyjnemu biatku CacyBP/SIP, ktore jest zdolne do defosforylacji zaréwno kinazy
ERK1/2 jak i p38 w réznych typach komérek. Dotychczas nie sprawdzano aktywnosci
fosfatazowej bialka CacyBP/SIP w odniesieniu do kinaz ERK1/2 i p38 w komérkach
nadnerczy i ewentualnego wplywu tego mechanizmu regulujgcego na szlaki sygnatowe
zwigzane z patogeneza nadcisnienia.

Doktorantka podjeta si¢ wykazania dziatania biatka CacyBP/SIP w roli fosfatazy dla
kinazy ERK1/2 i p38 w réznym typie nadcisnienia.

Zatozony Cel pracy byl realizowany poprzez:




- immunohistochemicznq identyfikacje i lokalizacje biatek: CacyBP/SIP, ERK1/2 i
p38 w nadnerczach szczuréw z nadcisnieniem pierwotnym (model SHR) i wtérnym (model
DOCA-salt) oraz w nadnerczach szczuréw odpowiadajgcym im grupom kontrolnym;

- 0ceng pordwnawcezg immunoreaktywnosci CacyBP/SIP, ERK1/2 i p38 w
nadnerczach badanych grup;

- ocene ekspresji genow Cacybp, Mapk3, Mapk] i Mapkl4 za pomoca metody RT-
qPCR w nadnerczach szczuréw normotensyjnych i z nadci$nieniem.

Zaprezentowana do oceny praca zostata przygotowana w postaci monografii liczacej
125 stron i uktadzie typowym dla rozpraw doktorskich. Obszerny wstep poprzedzony jest
spisem tresci oraz wykazem uzywanych skrétow. W dalszej kolejnosci dysertacja zawiera
zatozenia i cel pracy, materiat i metody, wyniki, dyskusje, wnioski i streszczenia w jezyku
polskim oraz angielskim. Catog¢ dopetnia pismiennictwo, spis tabel, licznych rycin i
fotografii.

Poszczegolne czesei rozprawy doktorskiej napisane s proporcjonalnie do catosci pracy.

Wstep jest obszernym i spojnym opracowaniem, ktére zostato podzielone na
podrozdziaty zaréwno stanowigce wprowadzenie w temat rozprawy jak i $cisle zwiazane z
przeprowadzanymi przez Doktorantke badaniami. Ta €zs8¢ rozprawy rozpoczyna sie
informacjami dotyczacymi nadcisnienia, przedstawiona Jest definicja nadcisnienia, krotki rys
historyczny obserwacji i badan nad tym zjawiskiem oraz doktadne dane epidemiologiczne,
zar6wno $wiatowe jak i krajowe. W dalszej czesci Doktorantka przedstawita réznice
pomigdzy nadci$nieniem pierwotnym i wtérnym, podata klasyfikacje cisnienia tetniczego
krwi i opisata modele zwierzece do badan nadcisnienia tetniczego koncentrujac sie zwlaszeza
na tych, ktore uzywata w swojej pracy, czyli modelu SHR do badania nadcisnienia
pierwotnego oraz DOCA-salt - farmakologicznego modelu nadcisnienia wtornego
odzwierciedlajacego role soli i stresu w patogenezie nadcisnienia tetniczego u ludzi. We
wstepie zostaty tez przedstawione informacje na temat narzadowych powiktan w
nadcisnieniu. Poniewaz Doktorantka badata zaleznosci pomiedzy bialkiem CacyBP/Sip i
szlakami MAPK w nadnerczach, we wstepie nie zabraklo opisu budowy histologiczne;j i
czynnosciowej nadnerczy, z uwzglednieniem zaburzen w ich funkeji wydzielniczej w
nadcisnieniu. W dalszej kolejnosci zostaty przedstawione informacje na temat biatka
CacyBP/Sip; jego odkrycia, wielodomenowej budowy i wielofunkeyjnosci. Doktorantka
opisafa role tego bialka jako fosfatazy, ze szczegblnym uwzglednieniem Jego substratow -
kinaz biatkowych MAP, czyli ERK1/2 oraz p38. Przedstawiajac doktadna charakterystyke
tych kinaz Doktorantka powigzata ich aktywnos¢ z rening w przypadku ERK1/2 i

kortykosteroidami w odniesieniu do p38.
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W czesci Materialy i Metody zostaly zawarte informacje dotyczace uktadu
doswiadczenia uwzgledniajace podziat na grupy kontrolne i do$wiadczalne oraz Sposob
wywolania doswiadczalnego nadcisnienia DOCA-salt. Badania uzyskaty akceptacje Lokalnej
Komisji Etycznej do Spraw Doswiadcezef na Zwierzetach w Biatymstoku. Doktorantka
szczegbdlowo opisala stosowane barwienia immunohistochemiczne na skrawkach
parafinowych zataczajac tabelg ze spisem stosowanych odczynnikéw oraz przedstawila
Sposob oceny stopnia intensywnosci barwienia, W omawianej czesci rozprawy znalazt si¢
takze opis metody izolacji RNA z nadnerczy i sposob przeprowadzenia reakcji qPCR.

Do oceny wynikéw Doktorantka zastosowata prawidtowo dobrane testy statystyczne.
Wyniki dotyczace barwienia immunohistochemicznego zostaly przedstawione
oddzielnie dla kazdego przeciwciata, grupy badanej z uwzglednieniem histologicznej budowy

narzagdu. Wszystkie wyniki zostaly przedstawione na 24 fotografiach, ze wskazaniem
jadrowej lub cytoplazmatycznej lokalizacji przeciwciata. Zastosowanie

pomiaréw densytometrycznych i przedstawienie ich w formie tabeli pozwolito przesledzi¢
zmiany w nasileniu reakcji immunochemicznych. Istotny statystycznie spadek intensywnosci
reakcji przeciw biatku CacyBP/SIP zostal wykazany we wszystkich warstwach nadnerczy
szczurow obu grup z nadcisnieniem w odniesieniu do grup kontrolnych, co doktadnie
korelowalo ze statystycznie istotnym wzrostem intensywnos¢ barwienia przeciwciatem anty-
p38. Pewne zréznicowanie intensywnosci reakcji p-ERK 1/2 zostalo wykazane w rdzeniu
nadnerczy szczuréw grupy SHR (istotnie statystycznie wyzsze) i DOCA-salt (istotnie
statystycznie nizsze) w odniesieniu do ich kontrolj.

Ocena ekspresji genow Cacybp, Mapk3, Mapk], Mapk14 metoda RT-qPCR zostala
przedstawiona w postaci sumarycznej tabeli oraz histogramow porownujacych ekspresje
okreslonych genéw w poszczegolnych grupach kontrolnych i eksperymentalnych. Znamienny
statystycznie spadek ekspresji genu Cacybp zostat wykazany w obu grupach z nadcisnieniem,
zas poziom ekspresji genow kodujacych ERK1/2 i p38 w obu tych grupach byt podwyzszony
w odniesieniu do kontroli.

Otrzymane wyniki zostaty oméwione w Dyskusji, ktora napisana jest merytorycznie i
w ktorej Doktoranta odnosi sie do wynikéw whasnych oraz uzyskanych przez innych badaczy,
wykazujgc si¢ biegtoscia w taczeniu wielu r6znych informacji. Biorac pod uwage, ze biatko
CacyBP/Sip zostato odkryte catkiem niedawno i dopiero poznawane sg jego wiclorakie
funkcje nie dziwi brak literatury, do ktérej bezposrednio mogtaby odnies¢ sie Doktoranta
badajac wystepowanie tego biatka i ekspresj¢ jego genu w nadnerczach. Tylko nieliczne prace
opisujg role fosfatazowa biatka CacyBP/Sip. Zatem Doktoranta nawigzuje do pozostalych

funkcji tego biatka nie wykluczajac innej od fosfatazowej jego roli w komérkach nadnerczy.




Tym bardziej, ze ocena ekspresji genéw byta przeprowadzana w materiale pochodzacym z
catych nadnerczy i uzyskane wyniki moga dotyczy¢ innych komérek niz endokrynowe, np.
komoérek $rodblonka, licznie obecnych w gruczotach endokrynowych. Wyniki innych badaczy
uwzgledniajace zaleznosci mi¢dzy badanymi biatkami w komérkach srédblonka w innych
narzgdach sa celnie dyskutowane w pracy doktorskiej.

We Whnioskach Doktorantka zawarta podsumowanie uzyskanych wynikow oraz bardzo
trafnie zaleznosci miedzy poziomem CacyBP/Sip, a p-ERK1/2 i p-p38 okreslita mianem
odwrotnej korelacji. Mimo iz biatko CacyBP/Sip i kinazy szlakéw MAP sg ze sobg
powigzane to nie mozna wskazaé na ich zaleznosé przyczynowa, gdyz taka nie byta badana. 7
duzym prawdopodobiefstwem mozna domniemywac, Ze taka zaleznosé istnieje, ale powinna
ona by¢ wykazana w badaniach czynnosciowych.

Krétkie streszczenia w Jezyku polski i angielskim zamieszczone po dyskusji w sposéb
czytelny przedstawiajg badane zagadnienia. Pismiennictwo obejmujace 170 pozycji zostato
przedstawione zgodnie z zasadami cytowani. Ostatnim punktem zamieszczonym w pracy jest
doktadny opis zawartych w pracy tabel (6), rycin (9) oraz fotografii (24).

Przedstawiona mi do recenzji praca zostata wykonana z bardzo duzg starannoscia.
Podczas jej czytania nasungfo mi si¢ jedynie kilka drobnych uwag, ktére przedstawiam
ponizej.

- W tekscie znalazto sie kilka skrotow, ktore nie zostaty wyjasnione po ich uzyciu ani nie
znalazly sie w wykazie skrétow. Przytaczane sg wyniki badan WOBASZ, bez rozwiniecia i
podania czym one sg, za to niepotrzebnie kilkukrotnie rozwiniety jest skrot RAA. Skrotem
zostaly przedstawione dodatkowe czgsteczki uktadu RAA zgrupowane w trzy odrebne osie:
ACE-2/Ang(1-7)/receptor Mas; prorenina/PRR/kinaza ERK1/2 oraz Ang-4/
AGTR-4/IRAP. Znaczenie ich zostalo takze pominigte.

- W nazwie zespotu Conna zostata zamieniona litera czyniac go zespolem Cohna.

- Okreslenia séd i potas zamienitabym na jony sodu i potasu.

- Stowo ischemia nie jest spotykane w jezyku polskim i powinno zastapic sie je okresleniem
niedokrwienie.

- Biorge pod uwage informacje zawarte we Wnhioskach, obejmujace tez podsumowanie
wynikéw wydaje mi sie celniejsze nazwanie tego rozdziatu »Podsumowanie i Wnioski”.

- pozycja literaturowa 105 nie zawiera tresci do ktorych zostata zacytowana.

Nasuwa tez si¢ pytanie, jaka Sciezka myslowa mozna podgzy¢, aby interpretowad uzyskany w
badaniu immunohistochemicznym spadek intensywnosci barwienia p-ERK1/2 w rdzeniu

nadnerczy szczuréw DOCA-salt.




Mimo nielicznych uwag uwazam pracg za bardzo ciekawa i inspirujgca do dalszych badan.
Uzyskane przez Doktorantke wyniki powinny sta¢ sie punktem wyjscia do badan
czynnosciowych, aby wyjasni¢ Czy rzeczywiscie istnieje zwiazek przyczynowo skutkowy
mi¢dzy biatkiem CacyBP/ Sip i kinazami szlakéw MAP, czy tez istniejg inne mechanizmy
regulujace w nadnerczach zwierzat z nadci$nieniem aktywnos¢ kinaz MAP i do Jakiego
efektu fizjologicznego w nadnerczach zwierzat z nadcisnieniem moze prowadzi¢ spadek
ekspresji genu i zmniejszona ilo$¢ biatka CacyBP/Sip.

Ciekawe, czy takie same korelacje uzyskatoby si¢ w badaniach na samicach szczurdw,
wiadomo bowiem, ze aktywno$¢ hormonalna nadnerczy jest r6zna u obu plei.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska jest oryginalna, dotyczy pionierskich
badan biatka CacyBP/Sip i proby powigzania jego aktywnosci z nadcisnieniem pierwotnym i
wtornym. w niezwykle waznym temacie patogenezy nadcisnienia tetniczego

Chciatabym podkresli¢, ze powyzsze uwagi nie majg wpltywu na mojg pozytywna
oceng rozprawy doktorskiej. Jak stusznie zauwazyta Doktorantka wyniki przeprowadzonych
badan dostarczajg nowych, wezesniej niepublikowanych informacji na temat poziomu
ekspresji genu i obecnosci biatka CacyBP/Sip w nadnerczach zwierzat zdrowych i z
nadcisnieniem i ewentualnego zwiazku tej czasteczki z kinazami szlakéw MAP, co powinno
sktania¢ do przeprowadzenia dalszych badan w celu doktadnego wyjasnienia
patomechanizmu obserwowanych zmian.

W zwiazku z powyzszym, przedstawiam wniosek Senatowi Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie Pani mgr Magdaleny Smereczanskiej do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem
Dr hab. n. med. Ewa Jankowska-Steifer
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Recenzent rozprawy doktorskiej




