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Warstwy komérek migsni gladkich wystepuja w wielu narzgdach i naczyniach
organizmu w tym, miedzy innymi: w naczyniach uktadu krwiono$nego i oddechowego,
w zotgdku, jelitach czy pecherzu moczowym. Ich dzialanie jest powolne i niezaleznie
od naszej woli. Dziatajgc automatycznie, wytwarzajg cisnienie w otaczanej przez nie
przestrzeni i zwezajq lub rozszerzajg $wiatto réznych przewoddw, np. przewoddw
wyprowadzajgcych slinianek, przewodow trzustki i drog zélciowych czy naczyf
krwionognych. Miesnie gladkie wystepujace w naczyniach krwiono$nych majg
mozliwo$¢ zmniejszenia ich Srednicy, czyli wazokonstrykeiji lub zwigkszenia $rednicy,
czyli wazodilatacji. Na wielko$¢ naczynia ma wplyw wiele czynnikéw/bodzcéw, zaréwno
dostarczanych przez organizm, jak i pochodzacych z zewnatrz, a prawidlowa funkcja
migsni gladkich naczyn krwionoénych jest kluczowa dla utrzymania ci$nienia krwi i
temperatury ciala, a wiec takze dla prawidtowego funkcjonowania organizmu.

Tematem niniejszej dysertacii jest ustalenie roli $ciezki przekazu sygnatu od
cyklicznego adenozynomonofosforanu (cAMP) poprzez bialka Epac i Rap1 w
funkcjonowaniu mieéni gtadkich naczyn krwionognych,

Rozprawa przedstawiona jest na 126 stronach maszynopisu, napisana jest w
jezyku angielskim i podzielona w typowy sposéb na rozdzialy przedstawiajgce
streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, cele pracy, wykorzystane materiaty
i metody, wyniki, dyskusje z wnioskami oraz dalszymi planami i kierunkami badan w
tym temacie. Ostatni rozdzial obejmuje spis literatury ziozony z 247 pozycji
pismiennictwa prezentujacej bardzo wyczerpujaco stan wiedzy na temat zagadnien
ujetych w rozprawie.

We Wstepie Autor opisuje w sposob bardzo szczegotowy mechanizm skurczu
i rozkurczu migéni gladkich oraz zaangazowanie w te procesy odpowiednich biatek.
Poziom aktywnosci kinazy i fosfatazy lekkich tancuchow miozyny jest giownym
motorem skurczu i rozkurczu ale sygnaly prowadzace do regulacji tej aktywnosci
angazujg odpowiednie szlaki przekazu sygnatu i szereg modulatorow - przekaznikdw,
We wstepie szczegotowo przedstawiona jest rodzina bialek G, ze szczegélnym
naciskiem potozonym na funkcje biatka Rap1, ze wzgledu na jego zaangazowanie w
procesy bedgce tematem niniejszej dysertacji. W dalszej czesci Wstepu przedstawione
sg izoformy biatka Epac - czynnika wymiany nukleotydu guaniny dla bialka Rap1, a
jednoczesnie biatek efektorowych dla cyklicznego adenozynomonofosforanu (CAMP).
W tej czgsci rozprawy mozna réwniez znalez¢ informacije o dotychczas uzyskanych
wynikach na temat zaangazowania bialek cAMP/Epac/Rap1 w funkcjonowanie ukladu
naczyniowego. We Wstepie umieszczono cztery schematy, przedstawiajgce aktywacje
fosfatazy taricuchéw lekkich miozyny, sciezki przekazu sygnalu rozpoczynajgce sie
aktywacjg receptora, a koficzgce skurczem lub rozkurczem mie$ni oraz domeny dwéch
izoform Epac. Schematy te znaczaco przyczyniajg sie do przejrzystego wyjasnienia
opisanych zagadnien. Cato$¢ poparta jest bardzo bogata literaturg | wiasciwie mozna
by ta czesc wykorzystac do przygotowania bardzo interesujgcego artykulu
przeglagdowego.
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Cel pracy, jakim byta weryfikacja hipotezy udzialu cyklicznego nukleotydu (cAMPY) i
biatek Epac i Rap1 w funkcjonowaniu migéni gtadkich naczyn krwionosnych zostat
podzielony na cztery cele czastkowe, ktdre po zrealizowaniu pozwolity kompleksowo
podsumowac uzyskane wyniki.

Realizacja zamierzonych celow wymagata od Autora stosowania szeregu metod z
pogranicza biologii molekularnej i bicchemii. W pracy wykorzystywano kilka modeli
badawczych: tkanki i komérki pochodzace od krélika, szezura i myszy. Wykorzystano
rowniez myszy ze zmodyfikowanym genomem w obrebie locus genu Rap1Ai Rap1B. W
celu oznaczenia markeréw miesni giadkich Doktorant zastosowal barwienie
immunocytochemiczne. Poziom transkryptoéw oznaczany byt metodg PCR i PCR w czasie
rzeczywistym, a biatek metodg Western blot. W ramach pracy przygotowano wektory
adenowirusowe, zawierajgce sekwencje wyciszajgce ekspresje genu Epac. Poziom
fosforylacji oceniano metoda Western blot, natomiast stopieri aktywacii np. biatka Rap1
oceniano zgodnie z wczesniej przyjetq metodyka, polegajacg na ocenie powinowactwa
wigzania Rapt z GTP versus GDP. Ponadto, Doktorant wislokrotnie wykonywal pomiary
sity izometrycznej migéni gtadkich. Na cele niniejszej pracy uzyskat réwniez w systemie
bakteryjnym ekspresje biatka RalGDS-RBD, jako bialka fuzyjnego z transferaza S-
glutationowg (GST). Kazda z tych technik skladala sig z kilku zlozonych etapéw,
wymagajgcych od eksperymentatora starannosci i cierpliwosci,

Rozdziat Wyniki zaczyna sie od przedstawienia dowodéw, ze uzyskane komorki
migsni gladkich z aorty szczura sg wiasciwym modelem badawczym. Autor rozprawy
zcharakteryzowat swéj mode! badawczy oznaczajgc metodg RT-PCR poziom wybranych
transkryptéw, a metodg barwienia immunofluorescencyjnego obecnosé biatek zaliczanych
do podstawowych markeréw migsni gladkich. Nastepnie oznaczony zostat poziom
biatek, bedacych celem badawczym niniejszej rozprawy: Epac1, Rap1 i RhoA. Poziom
poszczegdinych biatek jest zréznicowany w réznych narzadach, w sktad ktérych wchodzg
migsnie gtadkie. Wysoki poziom biatka Epac zaobserwowano w sercu, natomiast poziom
wszystkich badanych biatek byt wyzszy w komérkach migéni gladkich aorty niz np.
pecherza moczowego czy jelita. Najwazniejsze wnioski mozna wyciggnac na podstawie
wynikow, w ktérych Doktorant pokazat, ze selektywny dla Epac analog cyklicznego AMP,
007 indukuje relaksacje migsni, co odzwierciedla sie w defosforylacji lekkich farcuchéw
miozyny i fosfatazy MLCP i efekt ten jest zalezny od dawki stosowanego induktora. Jak
Doktorant wykazat w dalszej czesci dysertacji, proces ten jest takze niezalezny od kinazy
biatkowej A i B, ktére dotychczas byly uwazane za kluczowe regulatory napiecia mieéni
gladkich. Poniewaz prostacyklina PGI; jest naturalnym wazodilatorem miesni gladkich w
dalszej czgsci badan Doktorant zbadat jak syntetyczny analog tej prostaglandyny wplywa
na aktywnos¢ badanych biatek. Uzyskane wyniki sugeruja, ze traktowanie komorek
cikaprostem skutkuje zwigkszeniem aktywnosci biatka Rap1 i obnizeniem aktywnosci
biatka RhoA w migéniach gladkich przy zachowaniu ciggtosci btony komérkowej. Te
obserwacje byly zbiezne z wynikami uzyskanymi w doswiadczeniach z zastosowaniem
analoga cyklicznego AMP. W dalszej cze$ci badan Doktorant wykazal, ze forskolina,
bedaca aktywatorem cyklazy adenylowej podnosi ilo$¢ Rap1-GTP, natomiast inhibitor
kinazy PKA nie ma wplywu na aktywacje Rap1 po stymulacji czynnikiem 007. Biatko Rap1
reprezentowane jest przez dwie izoformy Rap1A i Rap1B roznigce sie sktadem dziewieciu
aminokwaséw. Zeby wyjasnic, czy obydwie izoformy Rap1 zaangazowane sg w regulacje
aktywnosci migéni gladkich wykorzystane zostaly myszy z nieaktywnymi obydwoma
allelami Rap1B i jednym allelem Rap1A.

Uzyskane wyniki sg bardzo ciekawe i oryginalne. Stanowig one przemyslany
schemat stawiania hipotez i testowania ich w bardzo dobrze przemyslanych
doswiadczeniach, z zastosowaniem wielu modeli badawczych i przy stosowaniu
cdpowiednich kontroli. W zalezno$ci od uzytego modelu badawczego wyniki sg
opracowane na podstawie co najmniej trzech powtérzen tego samego eksperymentu.
Analizujgc wyniki Doktorant wykazat sig duzg starannoécig w opisie poszczegoinych
etapow eksperymentow, w ich zatozeniach i interpretacji. Na pochwate zastuguje
starannos$¢ w prezentacji tych wynikow, w tym dobér odpowiedniej szaty graficzna;.
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Dyskusja wraz z ciekawym opisem kierunkéw badarn opisana zostata na 14
stronach. W rozdziale tym Doktorant podsumowuje jeszcze raz uzyskane wyniki, a
jednoczesnie w spos6b bardzo interesujacy interpretuje je na tle danych literaturowych.
Najwazniejszym osiagnieciem Doktoranta byto pokazanie po raz pierwszy, ze aktywacja
biatka Epac przez cykliczny nukleotyd — cAMP jest jednym ze szlakdw, kluczowych w
kontroli rozkurczu migéni gtadkich. Poza aktywacjg biatka Epac, cAMP aktywuje réwniez
kinaze biatkowa A i obydwa szlaki uczestniczg w kontroli rozkurczu miesni gtadkich.
Aktywacji Epac towarzyszy wzrost aktywacji bialek Rap1, obnizenie aktywnosci biatka
RhoA oraz obnizenie poziomu fosforylacji fosfatazy miozyny MYPT1 i lekkich taricuchéw
miozyny.

Przy analizie przedstawionej rozprawy uwage zwraca konsekwencja w planowaniu
i realizacji celéw w bardzo ztozonych do$wiadczeniach. Wyniki i koricowe konkluzje
uzyskane w ramach niniejszej rozprawy majg walory oryginalnosci i z pewnoscig beda
mialy praktyczne zastosowanie. Na podstawie tych danych bedzie mozna opracowaé
nowe terapie choréb, ktérych podtozem jest zaburzona regulacja rozkurczu miesni, jak np.
nadcisnienie tetnicze czy hipotensja.
Pomimo, ze praca opisana jest bardzo przejrzy$cie i zawiera staranng dokumentacje
nasuwajg sie pewne uwagi i pytania;

1. W pracy sg nieliczne btedy redakcyjne, gramatyczne, czy stylistyczne: np. str. 18-
powinno by¢ enhance zamiast enhances; str. 20 — Il 0s. |. pojed.: decreases
zamiast decrease; str. 38 — membrane permeant zamiast permeable; str. 50 —
brak zamkniecia nawiasu na koncu zadania; str. 52 — effective szstem zamiast
system, str. 70 — czas przeszly czasownika lead to led, a nie leaded; str. 87 —
mediated zamiast medieted,

2. Schematy prezentowane we Wstepie powinny zawiera¢ opis skrotow nazw bialek,
co znacznie utatwitoby ich zrozumienie.

3. NaRyc. 13 oraz w jej opisie nie zaznaczono podziatu na cze$¢ A i B, chociaz w
opisie Wynikéw Doktorant postuguje sie takim podziatem.

4. Czy rzeczywiscie przy badaniu poziomu fosforylacji bialek metodg Western blot
nie stosowano inhibitoréw fosfataz?

5. Opisujgc wyniki Doktorant stosuje czasowniki w formie osobowej lub nieosobowe;.
Czasami sprawia to trudno$¢ w rozréznieniu wynikéw uzyskanych przez
Doktoranta lub przez innych badaczy.

6. Cele pracy napisane sg w czasie przeszlym dokonanym i w takiej formie
stanowig raczej wnioski koricowe i mogtyby by¢ umieszczone na koricu pracy.

7. W badaniu poziomu mRNA markeréw migéni gtadkich metodg potilosciowej RT-
PCR Doktorant powinien pokaza¢ poziom mRNA genu referencyjnego. Mozna sie
tylko domyslac, ze bardzo rozne ilosci produktéw PCR w poszczegdinych prébach
sg wynikiem zréznicowanej ilosci produktu wyjsciowego w komérkach, a nie
wynikiem braku pomiaru stezenia catkowitego RNA.

Te uwagi nie wplywajg na mojg wysokg oceng przedstawionej mi do recenzji pracy.
Uwazam, ze spetnia ona wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Zatem wnioskuje

do Rady Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ o dopuszczenie Pana mgr
Bartosza J. Zigby do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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