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Znak: KHC-2

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Magdaleny Smereczanskiej
pt.” Wptyw CacyBP/SIP na szlak MAPK w nadnerczach w doswiadczalnym nadcisnieniu
pierwotnym i wtérnym”

Nadcisnienie tetnicze jest w znacznej mierze schorzeniem cywilizacyjnym, ktérego negatywne
skutki dotykaja prawie jedna trzeciag dorostej populacji Polakéw. Aktualnym problemem
medycznym pozostaje wcigz poznanie patomechanizméw warunkujacych rozwéj nadciénienia
oraz skutecznos¢ jego leczenia. Wynika z tego ciggta koniecznos$¢ poszukiwan nowych metod
terapeutycznych, co w poczatkowym etapie opiera sie na badaniach przedklinicznych
obejmujgcych eksperymentalne modele zwierzgce. Interesujgcym kierunkiem tych poszukiwan
wydaje sig okreslenie znaczenia regulacji aktywnosci i wewnatrzkomérkowej lokalizacji kinaz
ERK1/2 i p38 przez niedawno odkryte wielofunkcyjne biatko CacyBP/SIP wykazujgce aktywnoéc¢

fosfatazowsa.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Magdaleny Smereczariskiej pt. , Wptyw
CacyBP/SIP na szlak MAPK w nadnerczach w doswiadczalnym nadci$nieniu pierwotnym i wtérnym”
dotyczy wainego zagadnienia naukowego, zawiera elementy nowodci naukowej, wykonana

zostata w oparciu o uznane metody doéwiadczalne i modele eksperymentalne.

Praca liczy 125 stron, ma typowy ukfad dla podobnych opracowan naukowych, na ktory sktada
sig spis tresci, wykaz skrétéw, wstep, zatozenia i cel pracy, materiat i metody, wyniki badar,
dyskusja, wnioski, streszczenie polsko- i anglojezyczne, wykaz pismiennictwa obejmujgcy 170
publikacji oraz spis tabel (6), rycin (9) i fotografii (24). Zostata napisana starannie pod wzgledem

edytorskim, poprawnym jezykiem.

Tytut rozprawy odzwierciedla jej tre$¢, jednak niewielkie jego rozbudowanie przez dodanie
okreslenia , biatka wielofunkcyjnego” przed , CacyBP/SIP” oraz okreélenie charakteru ,, MAPK” jako
szlaku sygnatowego przyczynitoby sie do poprawy zrozumienia zawartosci pracy przez czytelnikéw

zamierzajacych sig z nig zapoznaé, a nie zwigzanych bezposrednio z biologia molekularna.

Podziat na rozdziaty wyrazony w spisie treéci jest przejrzysty i logiczny. Tym niemniej Rozdziat
I1.4 powinien by¢ zatytutowany w sposéb okreslajacy przedmiot badania (jako ocena ekspresji

genow) lub metode badawcza do oceny tej ekspresji (qPCR), ktérej etapami poprzedzajgcymi sg
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izolacja RNA i reakcja odwrotnej transkrypcji, a nie odwrotnie, jak wynika uktadu podrozdziatow I11.4, 111.4.1

i 111.4.2, wskazujacego, ze kolejne etapy sa czescig procesu izolacji RNA.

Wstep rozprawy dobrze, ale moze nazbyt obszernie wprowadza czytelnika w zakres zainteresowan
Doktoranki, podejmujac rézne aspekty, ktérych powigzanie byto niezbedne dla logicznego skonstruowania
zastosowanego modelu doéwiadczalnego. Wg Recenzenta, Wstep mogtby by¢ krétszy i pomijac rys
historyczny (rozdziat 1.2) siegajgcy roku 2600 p.n.e., czy rozbudowang informacje co to sg biatka (rozdziat
3, str. 32), czy wreszcie odniesienia do danych z lat 1948-80 dotyczace zaburzen wydzielania hormonow
nadnerczy w nadciénieniu tetniczym (rozdz. 2.3). Sugerowatbym przy okazji publikowania wynikow
doktoratu pokusi¢ sie o pogtebiony przeglad i dyskusje danych przede wszystkim z najnowszych zrodet, z

ostatnich 5-10 lat. Ograniczyfoby to tez liczbe cytowanych publikacji do najwazniejszych.

Zdaniem Recenzenta, publikujac wyniki ocenianej rozprawy nalezy zachowaé pewng ostrozno$¢ w
formutowaniu celu gtéwnego pracy jako bezposrednie ,wykazanie dziatania biatka CacyBP/SIP w roli
fosfatazy dla kinazy ERK1/2 i p38”. Biorac pod uwage przedstawione cele szczegbétowe, zastosowang
metodyke i uzyskane wyniki, cel ten rysuje sig bardziej jako ocena ekspresji i lokalizacji
wewnagtrznarzadowej badanych biatek, co moze wskazywad na pewng zalezno$¢ funkcjonalng, jednak nie
jest wprost badaniem roli biatka CacyBP/SIP jako fosfatazy, tym bardziej, Zze nie przeprowadzono
statystycznej oceny korelacji uzyskanych wynikéw. W tym kontekscie watek ten nie powinien byé
nadmiernie dyskutowany jako interakcja CacyBP/SIP z kinazami ERK1/2 i p38, bo ta nie byta badana (np.
Dyskusja, str. 86: ,skupili$my sie na ocenie biatka CacyBP/SIP i jego interakcji z kinazami ERK1/2 oraz p38”).

W rozdziale Materiat i Metody, Doktorantka zamiescita wszystkie podstawowe informacje
charakteryzujace metodyke badan, ktorg sig postugiwata. Dla jeszcze wigkszej przejrzystosci kolejnosci i
charakterystyki przeprowadzonych eksperymentéw mozna byfo zastosowa¢ dwie dodatkowe ilustracje,
tzn. poprzedzi¢ ten rozdziat schematem do$wiadczenia, ktory pokazywatby sekwencje wykonanych
procedur, podziat na grupy doswiadczalne i kontrolne, i temu podobne informacje kluczowe dla
zrozumienia i oceny zakresu wykonanych dziatan, a takze zamiesci¢ tabelke zawierajaca wykaz badanych

gendw wraz ze skrotami i petnymi ich nazwami oraz nazwami odpowiednich biatek i ich funkcja.

W odniesieniu do metod immunohistochemicznych w rozdziale Materiat i Metody, a nastepnie w
Wynikach sugerowatbym zdecydowanie doktadniejsze okreélenie, co byto celem identyfikacyjnym
zastosowania IHC, czyli jaka byta spodziewana lokalizacja komodrkowa i subkomdrkowa odczynu
odzwierciedlajgca lokalizacje badanych biatek, jaki byt charakter odczynu i rozmieszczenie komorek

wykazujacych ten odczyn w poszczegolnych warstwach oraz udziat komorek pozytywnych wzgledem
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wszystkich komérek w danej warstwie nadnercza. Przy okazji, w opisie wynikdw reakgji
immunohistochemicznych Autorka powinna doprecyzowa¢ okreélenia typu ,mierzono Srednig gestosé
optyczng badanych obiektow” czy ,rozmieszczenie struktur zawierajacych CacyBP/SIP bylo rézne w
poszczegdlnych grupach zwierzat. O pozytywnym wyniku reakcji $wiadczyto zabarwienie struktur na kolor
brazowy, o réznym nasileniu barwy”, ktorymi postuguje sie, nie podajac jednak jakie obiekty/struktury ma
na mysli. Ponadto, Autorka osiggnetaby lepszy efekt wizualizacji i porédwnania uzyskanych wynikéw
oznaczeri IHC pomiedzy grupami doswiadczalnymi tworzac panele zdjec reprezentatywnych dla grup
kontrolnych i badanych zawierajace obrazy z poszczegdlnych warstw kory i z rdzenia nadnerczy wraz z
kontrolg izotypowa. Przeprowadzona ocena tak opisanych rezultatéw powigkszytaby materiat wtasny do

dyskusji i wzbogacita jg sama w kontekscie przeprowadzonego przez Doktorantke badania.

Drobne uwagi Recenzenta dotycza zamieszczonych rycin, a mianowicie, niezaleznie od podania
powigkszenia mikroskopowego w podpisie zdjec sugerowatbym zamieszczenie réwniez skali pomiarowej
na kazdym zdjeciu. W przypadku stabego odczynu wystepujgcego w pojedynczych komérkach dobrze jest
wskazac takie komdrki za pomocg np. strzatek. Wskazane bytoby zastosowanie i pokazanie na zdjeciach
kontroli izotypowej. Nasuwa sig tu pytanie czy zastosowano kontrolg izotypows i co nig byto? Poza tym, jak
Doktorantka interpretuje intensywnoé¢ reakcji IHC w skali 0-256, w ktdrej O oznacza biaty piksel a 256 —
czarny, jako podstawe do oceny ilosci produktu reakcji immunohistochemicznej z uzyciem programu Nikon
Niss-Elements Advanced Research? Nalezy tez uzupetni¢ opisy wykreséw obrazujgcych ekspresje gendw
(ryciny 6-8), okreslajac na osi Y jednostki, w jakich wyrazono ekspresje oraz podajac znaczenia

zastosowanych skrétéw i symbolu ,*”.

W Dyskusji, Doktorantka przedstawita wyniki wtasne na tle danych literaturowych pochodzacych z
licznych publikacji z pismiennictwa $wiatowego. Dodatkowo, sugerowatbym zamieszczenie rozdziatu lub
chociazby akapitu analizujacego ograniczenia wykonanego dos$wiadczenia. Takie samokrytyczne podejscie
wskazuje na naukowa dojrzato$¢ doktorantéw i éwiadomoéé realnej wartosci uzyskanych wynikéw oraz jej
znaczenia dla przysztych badani. Niewatpliwie jednym z takich ograniczen wartych oméwienia jest
interpretacja ekspresji specyficznych biatek w poszczegblnych warstwach kory i w rdzeniu nadnerczy w
zestawieniu z ekspresja odpowiednich mRNA w catych nadnerczach, bez uwzglednienia podziatu
warstwowego, lub tylko podziatu na kore i rdzen, co niewatpliwie utrudnia dyskusje (np. str. 86) oraz

wnioskowanie.

Zdaniem Recenzenta w rozdziale Wnioski (ktéry powinien korespondowaé z postawionym celem
gtéwnym) nalezatoby publikujac wyniki wyeksponowaé wniosek 4 (jako wniosek 1), jednak dla poprawnosci

wystepujacego w nim odwotania sie do odwrotnej korelacji powinien zosta¢ poparty odpowiednim testem
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statystycznym. Pozostate wnioski w pewnym stopniu powtarzajg uzyskane wyniki, czego nalezy unikaé w

opracowaniach naukowych.

Przedstawione powyzej uwagi i komentarze do recenzowanej rozprawy doktorskiej Pani mgr
Magdaleny Smereczariskiej sa czescig pozytywnej opinii Recenzenta i mam nadzieje, mogg po ich
uwzglednieniu okaza¢ sie przydatne przy opracowaniu publikacji wynikéw. Sgdze rowniez, ze Doktorantka

bez trudu odpowie w czasie obrony na zadane w recenzji pytania.

Podsumowujac, uwazam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.
13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (tj. Dz. U. z roku 2017, poz. 1789), tj. stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego bgdacego
przedmiotem badan, a Autorka pracy wykazata sig ogolng wiedza teoretyczng z zakresu nauk medycznych
oraz umiejetnoscia samodzielnego planowania i prowadzenia pracy naukowe]. Dlatego tei, wnoszg 0

dopuszczenie Pani mgr Magdaleny Smereczariskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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